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“Processo de preparacdo de derivados lipi
dos de nucledsidos antivirais, de suspen
sbes de lipossomas e de composicSes farma

céuticas"
para que

VICAL, Inc., pretende obter privilégio de

invengdo em Portugal.

RESUMDO

O presente invento refere-se ao processo de prepara-
gdo de compostos para o tratamento de SIDA, herpes e ocutras
infecgles virais por meio de derivados lipidos de agentes an
tivirais, Cs compostos consistem em andlogos de nucledsidos
possuindo actividade antiviral, gue estdo ligados, geralmen-
te através de um grupo fosfato na posigSo 5' do resfduo pen-
tose, a8 um de um grupo seleccionado de lipidos. O processo
compreende o passo de reagir um nucledsido antiviral, possu-
indo um grupo ribose hidroxilo, com um fosfolipido na presen
¢a@8 de um reagente de acoplamento, pelo gque o referido nucle-
6sido € ligado ao referido fosfolfpido por uma ligag¢do fosfa
to na posicdo do referido grupo ribose hidroxilo compreenden
do

um andlogo de nucledbdsido possuindo umd porc8o base
compreendendo um@ purina ou pirimidina ou seu andlo-
go, e uma porgdo agucar compreendendo um residuo pen-
tose, onde vne2lo menos uma das refaridas porgles € um
componente nucledsido que nfo ocorre nadturalmente; e
umé@ porgdo lipide ligada ao referido residuo pentose;
com & condigdo do referido composto estar na forma de

um lipossoma@8 quando o referido residuo pentose € ara-

BAD QRIRINAL \
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bincse e a referida porg¢fo base € citosina ou adeni-

ns,

A natureza lipofilica destes compostos proporciona
vantagens em relag8o ao uso do andlogo de nucledsido sbzi-
nho. Torna também possivel incorpord-los na estrutura lame-
lar de liposscmas, quer sézinhos quer combinados com molécu
las semelhantes., Na forma de lipossomas, estes agentes anti
virais sdo preferencialmente retidos por macréfagos e mond-
citos, células que se verificou ancorarem o virus HIV alvo.,
A especificidade de sitio adicional pode ser incorporada nos
lipossomas com a adigdo de ligandos, tal como anticorpos mo-
noclonais ou outros péptidos ou proteinas que se ligam a pro
tefnas virais, Os andlogos de nuclebsido eficazes sSo dideso
xinucledsidos, azidotimina (AZT) e aciclovir: grupos lipidos
podem ser glicolipidos, esfingolipidos, fosfolf{pidos ou &ci-
dos gordos. Os compostos persistem, apbs hidrdlise intracelg
lar, como nucledsidos antivirais n§o fosforilados. Os compos
tos sdo eficazes no melhoramento da eficdcia dos andlogos de
nucleébdsido antivirais por prolongarem a actividade antiviral
depois da administragfo da droga ter terminado, e na presen-
¢a da replicagdo retroviral em infecgdes por HIV que se tor-
naram resistentes a terapia com formas convencionais dos

agentes anti-retrovirais,
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MEMCORIA DEZSCRITIVA

Antecedentes do invento

C presente invento refere-se na generalidade ao trata
mento de infecg¢gdes virais usando derivados lipidos de andlo-
gos de nuclebsidos antivirais., Mais particularmente, o presen
te invento refere-se a derivados lipidos e, especialmente;fo§
folipidos de andlogos de nucledsidos antivirais modificados,
que podem ser integrados na estrutura de lipossomas, formando,
assim, um complexo lipossémico mais estdvel que pode distri-
buir maiores quantidades de drogas a células alvo, com menor

toxicidade,

As publicagdes e outros materiais de referéncia aqui re
feridos s@o incorporados por referéncia e est@o listades, por

conveniéncia, na bibliografia anexa no final desta descrigdo.

Nos anos mais recentes tem havido muito interesse no
uso de andlogos de nucledsidos para tratar infecg¢gdes virais,
Um nucledsido consiste numa base pirimidina ou purina gue estd
ligada a ribose, um agucar com cinco carbonos possuindo uma es
trutura ciclica. Os andlogos de nucledsidos antivirais asseme -
lham-se estreitamente aos nucledsidos naturais e s&o concebi-
dos para inibir as fungdes virais por evitarem a sintese de no
vo ADN ou ARN. Os nucledsidos s8o reunidos enzimaticamente em

ADN ou ARN.

Durante a sintese de ADN, os trifosfatos de nucledsido
livres (nucledsidos com trés grupos fosfato ligados) reagem
com a8 extremidade de uma cadeia de ADN em crescimento. A reac-
¢do envolve a ligacdo do grupo fosfato na posicdo 5', no tri-
fosfato de nucledsido de chegada, com o grupo hidroxilo na posi
¢do 3' do anel do agucar na extremidade da cadeia de ADYN em
formagdo,., Os outros dois grupos fosfato sio libertados durante
a reacg¢do, resultando assim na adigdo de um nucledtido & ca-

deia de ADN.

Os andlogos de nucledsidos sdo compostos que imitam

0s nucleosidos gque ocorrem naturalmente de modo suficiente pelo
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que sdo capazes de participar na sintese de ADN viral. Contudo
os andlogos de nucledsidos antivirais tém diferengas na estru
tura quimica estrategicamente localizadas, que inibem as enzi
mas virais, tais como @ transcriptase inversa ou que evitam
sintese de ADN posterior logo que o andlogo tenha sido ligado

a8 cadeia de ADN em crescimento.

Os didesaxinucledsidos s8o compostos antivirais aos
gquais faltam os grupos hidroxilo, normalmente presentes na s-
gunda e terceira posigfo de ribose. Quando um didesoxinucle&-
sido € incorporado numa cadeia de ADN em crescimento, a auség
cia do grupo 3-OH no seu grupo ribose torna impossivel ligar
outro nucledétido e a cadeia é terminada. Os didesoxinucledsi-
dos sf8o particularmente dteis no tratamento de infecgdes re-
trovirais, nas quais a replicagdo viral necessita da transcri
¢do de ARN viral em ADN por transcriptase inversa viral. Ou-
tros andlogos de nucleébsidos incluem andlogos de desoxinucled
sidos e nucledsidos possuindo apenas um fragmento de ribose

ou outra pentose ligado & moldcula de base,

O sindroma da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) & cau-
sado pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). O HIV infec
ta células transportando o antigénio de superficie CD4 (T4),
tais como os linfécitos "helper"® CD4+, os monbcitos e macrofa
gos cpa® e vérios outros tipos de células cpa’, a infecg¢do
por HIV de linfécitos CD4” resulta na citolise e na morte de
c€lulas que contribui para a imunodeficiéncia de SIDA: contu-
'do, os monécitos e macrdéfagos cpa’ podem ndo ser muito danifi
cados pelo virus, A replicagdo viral nestas células parece
ser mais prolongada e menos citotdxica do que em linfdcitos
e, como resultado, os mondcitos e macréfagos representam reser
vatdrios importantes da infecg@o por HIV,. Descobriu-se recente
mente gque os macréfagos podem servir como reservatdrios da in-
fecgdo por HIV mesmo em certos pacientes com SIDA cujos testes
para a presenga de anticorpos para HIV s8o negativos., Nio exis
te cura efectiva para a SIDA, embora se tenha mostrado que os
didesoxinucledsidos prolongam a vida e reduzem a incidéncia de

certas infecgdes fatais associadas & SIDA,
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Verificou-se gue certos macrdéfagos derivados de mono-
citos, quando infectados ccm algumas estirpes de HIV sS§o re-
sistentes ao tratamento com didesoxicitidina, azidotimidina
e outros didesoxinucledsidos in vitro, como mostrado por Ri-
chman, et al. (1). A resisténcia pode ser devida, em parte,
aos niveis baixos de didesoxinucledsido quinase que resultam
numa capacidade reduzida para fosforilar AZT, d3C ou &dA. Cla
ramente, seria uUtil ter vias mais eficazes para distribuir
grandes quantidades de compostos antivirais eficazes a macré-
fagos infectados com HIV ou outros virus e outras células pos
suindo infecgdes virais, Seria também tdtil possuir vias mais
eficazes para distribuir compostos antivirais que nfo apenas
aumentassem a sua poténcia mas que prolongassem também a sua

eficdcia,

Os andlogos de didesoxinucledsidos, tais como AZT s&§o
oS agentes mais potentes conhecidos correntemente para o tra-
tamento de SIDA, mas num ensaio humano recente, observou-se
um@ toxicidade grave, evidenciada por anemia (24%) e granulo-
citopenia (16%) (2,3). E desejdvel, portanto, proporcionar um
meio para administragdo de AZT e outros didesoxinucledsidos
de ma@neira que os efeitos secunddrios téxicos destas drogas
sejam reduzidos., Além disso, € desejdvel proporcionar alve ja-
mento selectivo do didesoxinucledsido para mondcito/macréfa-
gos, para melhorar a eficiéncia da droga contra a infecgao
viral neste gruvo de células, Uma via para conseguir isto &
tirar partido da absorgdo e incorporagdo de lipossomas pelos

z
macrofagos,

Em 1965, Alex Bangham e colaboradores descobriram que
peliculas secas de fosfatidilcolina formavam espontanesamente
vesiculas em folhinha bimoleculares fechadas, aguando da hidra
tagdo (4), Estas estruturas tornaram-se, eventualmente, conhe-~

cidas por lipossomas,

Tém sido propostos vdrios usos em medicina para os li-
possomas, Alguns destes usos s3o como veiculos para distribuir
agentes terapfuticos a org8os alvo. Os agentes sdo capsulados
durante o processo de formag¢do do lipossoma e libertados in vi-

vo gquando os lipossomas se fundem com os lipidos da membrana da
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superficie da cédlula, Os lipossomas proporcionam um meio de
distribuir concentragdes mais elevadas de agentes terapéuti
cos & orgdos alvo, Além disso, uma vez que a distribuicdo

lipossémica foca a terapia ao local da absorcgdo e incorpora

¢80 lipossbmica, ela reduz os efeitos secunddrios tbxicos,

As drogas antimoniais lipossdémicas, por exemplo, s8o
vdrias centenas de vezes mais eficazes que a droga livre no
tratamento de leispwmaniase como foi mostrado, independente-
mente, por Black e Watson (5) e Alving, et al. (6). A anfote
ricina B retida em lipossoma parece ser mais eficaz do que a
droga@ livre no tratamento de pacientes imuno-suprimidos com
doenga féngica sistémica (7). Outros usos para a encapsula-
¢do em lipossoma- incluem a restrigdo da toxicidade da doxor
rubicina (8) e @ diminuig@o da toxicidade de aminoglicosido

(9) .

Como se mencionou anteriormente, pensa-se agora que os
macréfagos sfo um importante reservatdrio da infecg¢8o por HIV
(10,1I). Cs macréfagos s8o também um local predominante da
absorgdo e incorporac8o de lipossomas (12,13). Assim, seria
dese jdvel utilizar lipossomas para welhorar a eficdcia de and
logos de nucledsidos antivirais no tratamento de SIDA e outras

infecg®es virais.

Tem sido proposto o uso de lipossomas para distribuir
didesoxinucledsidos fosforilados a c€lulas infectadas com SIDA
gue Se tornaram resistentes & terapia de modo a ultrapassar os

niveis baixos de didesoxinucledsido gquinase,

Também tém sido feitas tentativas para incorporar anélg
gos de nucledsidos, tais como iododesoxi-uridina (IUDR), aci-
clovir (ACV) e ribavirina em lipossomas para o tratamento de
doengas diferentes de SIDA. Estas tentativas, contudo, nfo té&m
sido inteiramente satisfatdrias porque estes andlogos de nucle
ésidos, soluveis em dgua, relativamente pequenos, tendem a fu-
gir rapidamente do lipossoma (14,15), resultando na diminuig¢fo
da eficdcia de alvejamento. Outras desvantagens incluem & ten-

déncia para fugir dos lipossomas na presenga de soro, dificul-
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dades na formulagdo e estabilidade de lipossomas, baixo grau
de acuwulacgdo lipossédmica e hidrdélise de fosfatos de dideso-
xinucledsido lipossdémicos quando expcecstos a hidrolases dcidas

apds absorcfo e incorporacgfo celular dos lipossomas.

Tém sido feitas tentativas para combinar andlogos de
nuc leésidos, tais como arabinofuranosilcitosina (ara-C) e ara
bincfuranosiladenina (ara-A), com fosfolipidos de modo a8 me-
lhorar a sua estabilidade catabdblica como agentes quimiotera-
pfuticos no tratamento de vdrios tipos de cancro (16). Os agen
tes resultantes mostraram uma toxicidade diminuida e uma esta-
bilidade aumentada, em relagdo aos andlogos de nucledsido n%o
incorporados. Os agentes resultantes, contudo, exibiram uma
absorgdo e incorporagfo celular pobre (16) e uma absorcdo da
droga pobre (17).

De modo a usar andlogos de nucleédsido incorporados em
lipossomas, para tratar infecgdes virais mais eficazmente, £
desejdvel aumentar a estabilidade da associagcdo entre o lipos-~

soma@ € o andlogo de nucledsido.

De modo @ aumentar ainda a eficdcia destes lipossomas
antivirais seria desejdvel alvejar os lipossomas para infectar
células ou sitios de infecgSo. Pode obter-se maior especifici-
dade na distribuig¢fo lipossdmica incorporando anticorpos mono-
clonais ou outros ligandos nos lipossomas. Sstes ligandos alve
jardo os lipossomas a sitios de absorg¢fo e incorporacfo de li-
possomas capazes de ligarem os ligandos, Foram descritas duas
abordagens diferentes para incorporar anticorpos em lipossomas
para criar imunolipossomas: a de Huang e colaboradores (18) en
volvendo a sintese de anticorpo palmitoil e a de lLeserman et
al, (19) envolvendo & ligagdo de anticorpos tiolado & fosfati

diletanolamina (PE) incorporada em lipossomss,

Os métodos revelados aqui aplicam-se nfo s8 a didesoxi-
nucledsidos usados no tratamento de SIDA e outras doencas re-
trovirais, mas também 3o uso de nucledsidos antivirais no tra-
tamento de doengas causadas por outros virus, tais como virus
do herpes simplex (HSV), virus 6 do herpes humano, citomegalo-
virus (CMV), virus B da hepatite, virus de Epstein-Barr (EBV)
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e virus zoster da varicela (VZV). Assim, o termo "and logos
de nucledsidos" é aqui usado para referir compostos que po-
dewm inibir a replicag¢@o viral em vdrios passos, incluindo a
inibi¢do da transcriptase inversa viral ou que podem ser in-
corporados em ADN ou ARN viral, quando eles exibem uma fun-

gﬁo terminadora de cadeia,

Sumdrio do Invento

O invento proporciona compostos e composigdes para
uso no tratamento de infecgles virais, incluindo HIV (SIDA),
virus do herpes simplex (HSV), virus 6 de herpes humano, ci-
tomegalovirus (CMV), virus B da hepatite, virus de Epstein-
-Barr (EBV) e virus zoster da varicela (VZV)., Uma composic8o
pode conter, em adig¢do a um veiculo farmacéuticamente aceitd
vel, um composto antiviral lipofilico preparado por ligacgdo
quimica de um andlogo de nucledsido antiviral a, pelo menos,
uma@ espécie de lipido. C andlogo de nuclebésido antiviral po-
de ser ligado ao lipido atravéds de um grupo monofosfato, di-
fosfato ou trifosfato. O invento proporciona, ainda, um métg
do para incorporar estes derivados lipidos de agentes antivi
rais em lipossomas para distribui¢do melhorada do agente an-
tiviral. Um lipossoma@8 compreende uma@ bicamada relativamente
esférica que € compreendida, no todo ou em parte, pelos deri
vados lipidos de agentes antivirais, descritos acima. O li-
possoma pode conter lipidos farmacologicamente inactivos.
Além disso, o lipocssoma pode conter um ligando, tal como um
anticorpo monoclonal para um sitio de ligacdo viral (tal co-
mo CD4) ou outra proteina de ligagfo, Um tal ligando propor-
ciona especificidade adicional no sitio de distribuicfo do
agente antiviral. O invento proporciona um método para incor

porar esses ligandos em lipossomas antivirais,

Assim, de acordo com o invento proporciona-se um com-

posto, possuindo propriedades antivirais compreendendo:

um andlogo de nucledbsido possuindo uma por¢8o base,
compreendendo um@ purina ou pirimidina ou seu andlogo,

e uma porg¢do agucar, compreendendo um residuo de pento
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se, onde, pelo menos, uma das referidas porgdes &
um componente de nucledsido que n&o ocorre naturalmen

te; e

um@ parte lipido ligada ao referido residuo de pento-

se;

com & condigdo do referido composto estar na forma de
um lipossoma quando o referido residuo de pentose for
arabinofuranose e a referida porg¢do base for citosina
ou adenina, Numa concretizac8o preferida, o composto
€ um fosfatidildidesoxinucledsido ou um diglicérido
difosfato de didesoxinucléosido. Noutra, a espécie 11
pida pode compreender pelo menos um grupo aciléster,
éter ou viniléter de glicercl-fosfato., Os dcidos fos-
fatidicos possuindo, pelo menos, um grupo aciléster,
éter ou viniléter, podem tambdém servir como uma espé -

cie lipida preferida.

Noutra concretizagdo, o andlogo de nucledsido ¢ uma
purina ou pirimidina ligada através de uma ligaggo(a—N-glicg
silo @ um residuo de pentose ao qual falta, pelo menos, um
dos carbonos 2' ou 3', mas que retém o carbono 5', e o grupo
fosfato estd ligado ao carbono 5! (i.e. o que seria o carbono
5' numa parte pentose completa). Noutra concretizagdo do in-

vento, a espécie lipida € uma N-acil-esfingosina.

Em algumas concretizacles preferidas os grupos acilo
ou d8lquilo da espécie l{i{pida, de gqualquer ligagdo, como por
exemplo éster, éter ou viniléter, compreende 2 a 24 dtomos de
carbono. Numa variac8o, pelo menos, um dosS grupos acilo ou al
quilo estd saturado, Noutra, pelo menos, um dos grupos acilo
ou alquilo tem até seis ligagdes duplas, Também noutra concre
tizagdo, um grupo acilo ou alguilo pode ser 1ligado directameg

te por ligagdo éster ou algquilo ao 5'-hidroxilo do nucledsido.

Ainda numa outra concretizagdo, a parte lipido & um gli
cérido e o glicérido tem dois grupos acilo que s&o iguais ou
diferentes, Ainda noutra concretizac8o do invento, a espécie

lipida € um residuo de &lcool gordo que & unido a um grupo de
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ligagdo fosfato por uma ligagdo éster. O composto pode, van
tajosamente, ter um a trés grupos fosfato e, pelo menos, um
éster de 41lcool gordo e pode ter dois ou mais residuos de

élcool gordo que s8o iguais ou diferentes na estrutura, Es-
tes dlcoois gordos sfo preferivelmente ligados ao grupo fos

fato terminal do composto,

Além disso, o invento inclui uma composigdo, na qual,
em adigdo ao composto, o lipossoma compreende ainda fosfoli
pidos seleccionados do grupo consistindo em fosfatidilcoli-
na, fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol, fosfatidilse
rina, fosfatidiI-inositol e esfingomielina,

Numa@ concretizagdo do invento, a percentagem de agen

’

te antiviral € de 0,01 a 100 por cento em pesc do lipossoma,

Noutra concretizagdo, o lipossoma compreende ainda um
Iigando ligado a um substrato 1{ipido. O ligando pode ser um
anticorpo, tal como um anticorpo monoclonal para um antigé-
nio viral, O antigénio viral pode ser gp4l ou gpllO de HIV
ou pode ser qualguer outro antigédnio viral adegquado, Numa
concretizagdo, o ligando € proteina receptora de CD4 ou a pré
pria proteina CD4. Alternativamente, o ligando € um anticorpo

para CD4 ou uma proteina ou outra substé&ncia que liga cn4.

O invento também contempla uma composi¢8o para uso no
tratamento de infecg¢Bes virais e retrovirais, compreendendo
um lipossoma formado, pelo menos, em parte por um agente lipo
filico antiviral, compreendendo, o agente, um andlogo de nu-
cledsido possuindo uma base e um residuo de pentose, estando,
pelo menos, uma espdcie lipida ligada ao andlogo de nucledsi-
do através de um grupo de ligag@o monofosfato, difosfato ou
trifosfato no 5'-hidroxilo do residuo de pentose do andlogo

de nucleébsido, e um veiculo farmaceuticamente aceitdvel,

Assim, proporciona-se uma composig¢8o possuindo proprie
dades antivirais, compreendendo um andlogo de nucledsido anti
viral possuindo uma porg¢8o base, compreendendo uma purina, ou
pirimidina substituida ou ndo substituida, e uma porcdo acu-

car, compreendendo um resfduo de pentose, e uma parte lipida
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ligada ao residuo de pentose, com a condic8o de a composigdo
estar na forma de um lipossomé quando o residuo de pentose
for ribose e a porgdo base for citosina e quando o residuo

de pentose for arabinose e a porgSo base for citosina ou ade
nina. Numa concretizacdo, o andlogo de nucledsido € uma base
azotada gque € uma purina, pirimidina ou um seu derivado, e o
residuo de pentose é um derivado 2',3'-didesoxi, 2',3'-dide-
sidro, azido ou halo de ribose ou um fragmento aciclico hidrg
xilado de ribose. O residuo de pentose pode assim ser uma 2,
3'-didesoxi-ribose e o andlogo de nucleésido pode ser 2',3*-
-didesoxicitidina, 2',3'-didesoxitimidina, 2* ,3*~-didesoxigua-
nosina, 2*,3'-didesoxiadenosina, 2% ,3'~-didesoxi-inosina, ou

2,6 diaminopurina, 2*,3*-didesoxi-ribosido.

"Noutra concretizagdo, o residuo de pentose & uma 2,
3*-didesidro-ribose e o ndcledsido & 2*,3'-didesidrotimidina,
2',3*-didesidrocitidina carbociclica ou 2',3‘—didesidroguang

sina.

Ainda noutra concretizagfo, o resf{duo de pentose € um
derivado azida de ribose e o nucledsido & 3'~azido-3"' -desoxi
timidina, 3'-azido-3'-desoxiguanosina ou 2,6-diaminopurina-

~-3-azido-2',3'-didesoxi-ribdsido.

Ainda noutra concretizagdo do invento, o residuo de
pentose € um derivado halo de ribose e o nucledsido & 3% -
-fluoro-3"'-desoxitimidina, 3'-fluoro-2"', 3'-didesoxiguanosi-
na, 2',3‘—didesoxi-2'-fluoro—ara—adenosina, ou 2,6-diaminopu
rina-3*'-fluoro-2',3'-didesoxiribdsido. O invento também in-
clui derivados halo dos anéis purina ou pirimidina, tal como,
por exemplo, 2-cloro-desoxi-adenosina. Alternativamente, o re
siduo de pentose € um fragmento aciclico hidrecxilado de ribo-
se e o nucledsido & 9-(4-hidroxi-1',2'-butadienil)adenina, 3-
-(4-hidroxi-l',2‘-butadienil)citosina, 9-(2-fosfonilmetoxie-
til)adenina ou fosfonometoxidiaminopurina.

De acordo com outro aspecto do invento, o andlogo de

nucledsido & aciclovir, ganciclovir, 1-(2'-desoxi-2*'-fluoro-

-l—@—D-arabinofuranosil)-S-iodocitosina (FIAC) ou 1-(2*' -deso
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xi—2'-fluoro-l-@—D-arabinofuranosil)-S-iodo-uracilo (FIAU).

Em todas as composigdes anteriores, pode ser propor-
cionado um grupo de ligacgdo monofosfato, difosfato ou trifos
fato, entre a posigdo 5' do residuo de pentose e a espécie
lipida. Alternativamente, pode haver uma ponte alifdtica com
preendendo dois grupos funcionais e possuindo de 0 a 10 dto-
mos de carbono entre os grupos funcionais, ligando a ponte,

o lipido e o residuo de pentose. Ainda em mais concretizagdes
do invento, a espécie 1l{ipida ¢ um Scido gordo, um monoacilgli
cerol, um diacilglicerol ou um fosfolipido. © fosfolipido po-
de ter um grupo de cabec¢a compreendendo um agucar ou um dlco-
ol poli-hidrico, Exemplos especificos de fosfolipidos incluem
bis(diacilglicero)~-fosfato e difosfatidilglicerol. Outros
exemplos de espécies lipidas incluem grupos D,L-2,3-diacilox£
propil-(dimetil)-beta-hidroxietilamdnio.

De acordo cowm outro aspecto do presente invento, a es-
pécie lf{pida compreende de 1 a 4 partes dcido gordo, compre-
endendo cada parte de 2 a 24 dtomos de carbono. Vanta josamen-
te, pelo menos, uma parte dcido gordo da espécie lipida &€ in-

saturada e tem de 1 a 6 ligagdes duplas.

Exemplos particulares destas composigdes incluem 3-fos
fometoxietil-Z,6-diaminopurina; l,2-diacilglicerofosfo-5"-
~(2*,3'~-didesoxi)timidina.

Proporcionam-se composicgdes especi{ficas possuindo a

férmula:
(L)m-(W)n-A-Q—z
na qual

Z ¢ a porg8o base do analogo de nucledsido, 0 € o res{duo de
pentose, A é 0, C ou S, W é fosfato, n=0 a 3 e L & uma parte
lipido na qual w=1 a 5 e, na qual, cada L estd ligado directa
mente a um W, excepto quando n=0, caso em que cada L estd li-

gado directamente a A,

Estdo também incluidas composicBes possuindo a férmula:
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) Q Q , Ou Q
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A A A A
l | l |
L—W—Ll-W-L L-W—Ll-W—L L-W-~L

na qual Z € o grupo purina ou pirimidina substituido ou ndo
substitufdo do andlogo de nucleésido,

Q é o residuo de pentose,

W é fosfato, A é 0, C ou s, Ll“é (CH243HCH—CH2) e L é umd par
te lipida.

Num& concretizagdo do invento, com referéncia as férmu
las anteriores, cada I, é independentemente seleccionado do
grupo consistindo em R,

H.C-R CH=CH-(CH2)12—CH3 B C-R
2l 1 ' 2' 1
HC-R., HCCH , e HC R
| | i
RC(C)NH-—CH
H.C- - -
I.C~-
T
onde R, Rl e R2 sdo, independsntemente uns dos outros, grupos
alifdticos ¢, a C,, e onde R, R; e R, tém, independentemente
uns dos outros, de O a 6 locais de insaturagdo e tém a estru-
tura CH3-(CH2)a-(CH=CH—CH2)b—(CH2)C—Y

s ’

na qual a som@ de a e c é de 1 a3 23 e b €& 0a6e naqual v &
c(c)c-, €-0-, C=C-C-, C(C)S-, C=-S-, ou C=C-S-,

Numa concretizagdo das composi¢Bes anteriores, o resi-
duo de pentose compreende ribose, didesoxi-ribose, didesidro-
-ribose, ou uma ribose substituida por azido ou halo, ligada

2 posigdo 9 da purina ou & posicfo 1 da pirimidina.

O presente invento também proporciona um método para
sintetizar um derivado lipido de um nucledsido antiviral, com
preendendo o passo de fazer reagir um nucledsido antiviral
possuindo um grupo hidroxilo de ribose, com um fosfolipido na

presenga de um reagente de acoplamento, pelo gue o nucledsido
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é unido ao fosfolipido por uma ligacdo fosfato na posicdo do
grupo hidroxilo da ribose. Numa concretizacg8o preferida, o
fosfolipido é um diacilfosfato. Noutra, o fosfolipido & um
dcido fosfatidico ou uma ceramida. Também se proporciona aqui
um método de sintetizar um derivado lipido de um nucledsido
antiviral, compreendendo os passos de fazer reagir um monof os
fato de nucledsido antiviral com um reagente HL, no qual L re
presenta um grupo gque se despede, para formar um nucledsido
PO,-L, fazer reagir o nucledésido PO,-L com um &cido fosfatfdi
co para ligar o dcido ao nucledsido através de uma ligacdo
pirofosfato., Numa variag8o do método, o monofosfato de nucle-
ésido é 5'-monofosfato de AZT.

Ainda um outro método proporcionado pelo presente in-
vento é um método para sintetizar um derivado glicérido de um
andlogo de nuclebsido, compreendendo o passo de unir um mono-
glicérido ou diglicérido e um monofosfato de nucledsido anti-
viral com um agente de acoplamento na presenga de um catali-
sador bdsico. Num& concretizacdo, o glicérido & I—O—estearoil

glicercl e o nuclebsido ¢ monofosfato de AZT.

Faz também parte do presente invento um método para
preparar uma suspensdo de lipossomas para uso no tratamento
de infecgdes virais e retrovirais num mamifero, compreenden-
do proporcionar um agente lipofilico antiviral, compreendendo,
pelo menos, uma espécie lipida, ligada a um andlogo de nucle-
dsido através de um grupo de ligag¢do monofosfato, difosfato
ou trifosfato na posig@o 5* do residuo de pentose do nucledsi
do, combinar o agente lipofilico antiviral e um solvente aquo
so farmacologicamente aceitdvel para formar uma mistura e for
mar lipossomas a partir do agente lipofflico antiviral, Os 1i
posscomas podem ser formados, por exemplo, por tratamento ul-
trassénico (“"sonicetion"), extensS8o ou microfluidificac8o, Nu
ma concretizacgdo preferida o passo de combinacdo compreende
@inda incluir na combinagdo um lipido lipofilico farmacologi-
camente inactivo. Este 1l{ipido inactivo pode ser, por exemplo,
uma fosfatidiletanolamina, um esfingolipido, um esterol ou um

glicerofosfatideo. O método também pode incluir tratar os 1i-
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possoma@8s com tio-anticorpos para produzir imunolipossomas ou
incluir na combinagdo um lipido lipofilico que, em parte, com
preende um ligando, Assim, o lipossoma pode incluir um ligan-

do ligado & um substrato lipido.

Em adi¢do, o invento inclui um m€todo para tratar in-
fecgles retrovirais e virais num mamifero, tal como um ser hu
mano, por administragdo de uma quantidade suficiente dos and-
logos de nucledsido antivirais descritos aqui, para distri-
buir uma dose terapfutica do agente antiviral ac mamifero. Nu
ma concretizagdo preferida, o método é usado para tratar in-
fecgdes retrovirais e virais num mamifero, nas quais o retro-
virus se tornou resistente & terapia com formas convencionais
de um agente antiviral, O presente invento tambdm inclui um
método de tratamento de pacientes possuindo estirpes de HIV
que desenvolveram resisténcia a AZT ou que tém sensibilidade
reduzida & AZT, compreendendo o passo de administrar uma com-
posigdo do presente invento a esse paciente numa dosagem efi-
caz , inibidora de retrovirus. Estd tambdm incluido no presen
te invento um método para tratar uma infeccfo viral num mami-
fero, compreendendo o passo de administrar uma quantidade efi
caz de uma composigdo, como agui descrita, a um mamifero, A
infecgdo pode ser uma infecgdo de herpes simplex e a composi-
¢do pode ser fosfatidilaciclovir. Alternativamente, o virus
pode ser retrovirus HIV e a composicdo pode ser 5'-palmitoil
AZT. O método inclui o uso quando o retrovirus ¢ uma estirpe

de HIV que desenvolveu resisténcia a um andlogo de nucledsido

Também se revela agui um método para prolongar oefeito
antiviral de um andlogo de nucledsidc num mamifero, compreen-
dendo administrar o andlogo de nucledsido ao mamifero, na for
ma dos derivados nucleésido-lipido revelados agui. # também
revelado um meétodo para evitar ou ultrapassar a resisténcia
do retrovirus aos andlogos de nucledsido, atravds da adminis-
tragdo do andlogo na forma das composigOes de derivado lipido

reveladas aqui.

Finalmente, o presente invento inclui o uso destas com



By
%‘lﬁx

69 570 i,
Ve

ST

-]15~

posigdes na preparacfo de um medicamento para o tratamento

de umad infecg¢do viral humana,

A distribuigdo lipossdmica de drogas anti-retrovirais
e antivirais resulta no doseamento maior de células de macrd
fago e mondcito que aceitam lipossomas facilmente. As vanta-
gens singulares do presente invento consistem em os derivados
lipidos dos nuclebsidos antivirais serem incorporados, predo-
minantemente, na camada de fosfolipido do lipossoma em vez .de
0 serem no compartimento aguoso. Isto permite que sejam incor
poradas nos lipossomas maiores gquantidades ge andlogo antivi-
ral do que no caso em que se usam ésteres fosfato dos nucle-
ésidos, soltdveis em dgua.Cbter-se-a a incorporag¢8o completa
do derivado antiviral em lipossomas, melhorando, assim, tan-
to 8 razdo droga para lipido e a eficiéncia da formulagdo.
Além disso, ndo haverd fuga dos andlogos 1{pidos antivirais
do lipossoma durante o armazenamento, Finalmente, a £erapia
lipossémica usando estas composigdes permite distribuir maio
res quantidades de composto antiviral 3s células de macréfa-
go e monécito infectadas, A terapia com composigoes lipossé-
micas contendo ligandos especificos de sitio permite distri-
buir ainda maiores quantidades de compostos antivirais, com

especificidade aumentada.

Outra nova vantagem deste invento é a de que se cré
gue cada classe de derivados lipidos de nucledsidos antivirais,
revelada abaixo, dd4 origem directamente a nucledsidos antivi-

rais fosforilados ou n8o fosforilados no metabolismo celular,

Uma outra vantagem deste invento é a de que os novos
derivados lipidos sdo incorporados na célula, protegendo a cé
lula durante periodos de tempo prolongados, de até, ou exce-

dendo, 48 horas apdbs a droga ser removida.

Sstas e outras vantagens e caracteristicas do presente
invento tornar-se-do mais evidentes da descrigdo que se segue

e das reivindicag¢des anexas.
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Breve Descric8o dos Desenhos

As Figuras 1-5 sfo grdficos, representando a produg8o
de p24 pelas células infectadas com HIV em funcSo da quanti-
dade da composigdo do presente invento administrada in vitro.

Descricdo Detalhada do Invento

O presente invento envolve derivados lipidos de andlo-
gos de nucledbdsidos que podem ser incorporados na bicamada de
l{pido de lipossomas. Estes derivados s§o convertidos em and-
logos de nucledsidos por processos metabdlicos celulares cons

tituintes e tfém efeitos antivirais in vivo e in vitro.

Derivados lipidos de andlogos de nucledsidos, adequa-
dos, cowpreendewm fosfatidilnucleébsidos, diacilgliceno difos-
fato de nucleésido, acilfosfatos de nuclebsidos e ceramidofos
fonuclebsidos. Com a excepgdo dos acilfosfatos, que podem in-
cluir de um a@ cinco grupos acilo; os derivados lipidos destas
composicdes proporcionam um & dois grupos acilo hidrofdébicos
para ancorar o nucledsido na bicamada de lipido do lipossoma.
O presente invento também compreende derivados lfpidos capa-
zes de proporcionar grupos acilo adicionais e portanto maior
forg¢a de ancoragem para andlogos de nucledsidos. C aumento na
forga de ancoragem torna possivel utilizar andlogos de nucle-
dsidos de maior polaridade nas formulagdes de lipossoma. As-
sim, revelamos estruturas de nuclebsido deste tipo, adicionais,
para uso em terapias lipossdmicas. Revelamos também derivados
lipidos de andlogos de nucledsidos, nos quais o grupoc lipido
€ ligado directamente ao nucledsido em vez de o ser através de

uma ligacgdo fosfato,

Nomenclatura:

Cs derivados lipidos do presente invento s3o constitui-
dos por estruturas complexas que sb podem ser definidas rigoro
samente por terminologia incdmoda. Para maior clareza, as des-
crigles de componentes lipidos e nucledsidos e suas combina-
¢Oes ser8o feitas em termor dos nomes triviais, usados comun-
mente, familiares aos especialistas, Por exemplo, a8 droge mui-

to conhecida, 3'-azido-3'-desoxitimidina serd frequentemente
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designada por AZT. Similarmente o derivado de AZT compreenden
do uma parte 1,2-diacilglicerol-3-fosfato, serd frequentemen-
te designado por fosfatidilAZT ou pAZT, Derivados paralelos
de didesoxitimidina ou didesoxicitidina serdo, correspondente
mente, designados por fosfatidilddT ou pddT e fosfatidilddC e
pddC. Derivados de nuclebsidos halcgenados serf8o designados

por, por exemplo, fosfatidil-3*BrddT,

Cs andlogos de nucledsidos do invento podem ser qual-

quer nucledsido que nfo ocorra naturalmente nas espécies a
tratar da infecgdo viral, Podem compreender uma base purina
ou pirimidina, gue ocorra naturalmente, ligada a um an&logo
de um grupo ribose que ocorra naturalmente. Pode igualmente
compreender um andlogo de uma base purina ou pirimidina liga-
do @ um grupo ribose ou desaxi-ribose gue estd presente em nu
cledsidos que ocorrem naturalmente. Alternativamente, ambas
as partes, base e ribose, dos andlogos de nucledsidos podem
ser andlogos dos encontrados na natureza. Um andlogo de nucle
ésido pode também compreender quer uma base normal quer um

andlogo de base ligado a uma parte acucar n8o ribose,

Andlogos tanto da base purina como pirimidina e do gru
po ribose podem diferir de uma parte correspondente gque ocor-
re naturalmente, por terem novos grupos substituintes ligados,
por terem sido deles eliminados grupos substituintes que ocor-
rem naturalmente ou por dtomos normalmente presentes terem si-
do trocados por outros. Exemplos de andlogos formados por subs
tituigdo sdo 2,6-diaminopurina e 3'-azido-3'-desoxi-ribose;
por eliminag8o 6-oxipurina ou didesidro-ribose; por troca, 8-

—-azaguanina,

Cs andlogcs de nucledsidos podem também compreender uma
base purina ou pirimidina ligada & parte pentose numa ligagdo
que ndo ocorre naturalmente, tal como, por exemplo, atravds do

azoto na posigdo 3 em vez da posigdo 1 das pirimidinas,

Em geral, os andlogos de nucledsidos usados na prepara-
¢do de lipossomas do presente invento ter§o uma base purina

ou pirimidina, p.e., adenina, guanina, citosina ou timina, ou
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um seu analogo, ligado a uma pentose, tal como ribose ou um
residuo e/ou derivado de ribose. A ligacdo € feita atravéds
do azoto na posigdo 9 das purinas e através do azoto na posi
¢do 1 das pirimidinas, Estes azotos estfo ligados por uma 1li
gagdo =N-glicosilo ao carbono 1 do residuo de pentose,

¢ residuo de pentose pode ser uma pentose completa ou
um derivado tal como uma desoxi ou didesoxipentose, Em adi-
¢do, o residuo de pentose pode ser um fragmento de uma pento
se, tal como um residuo 2-propoximetil hidroxilado ou um re-—
s{duo etoximetil hidroxilado. Residuos de nucledsidos parti-
culares possuindo estas estruturas incluem aciclovir e ganci
clovir. A pentose também pode ter um dtomo de carbono substi
tuido por oxigénio ou enxofre, -.por exemplo, na posigdo 3' de
desoxi-ribose (BCH-189).

Nos compostos do presente invento, os grupos fosfato
sdo geralmente ligados ao carbono 5' das pentoses; contudo,
compostos, nos quais os grupos fosfato estdo ligados ao gru-
po 3'-hidroxilo da pentose, sf%o abrangidos pelo invento se
possuirem actividade antiviral., Quando os lipidos s§o ligados
directamente aos grupos pentose, essas ligacBes também podem
ser feitas quer através do carbono 3 quer, preferivelmente

através do carbono 5' da pentose.

% importante reconhecer que em compostos possuindo re-

siduos de pentose que nfo s3do pentoses completas, os grupos
fosfato sdo ligados ao carbono que seria o carbono 5' se a
pentose estivesse completa., Nestes fragmentos de pentose, os
carbonos 2' e/ou 3' podem estar ausentes; ndo obstante, eles
sdo considerados derivados de nucledsidos no contexto do pre-
sente invento, e o dtocmo de carbono ao qual os grupocs fosfato
estdo ligados serd geralmente referido por carbono 5' com o

objectivo da uniformidade na utilizacgdo,

Qualquer derivado lipido de um andlogo de nucledsido
possuindo uma actividade antiviral estd dentro do 8mbito do
invento. A actividade antiviral pode residir em qualquer com-
ponente do complexo lipido-nucledsido, isto &, num andlogo de
base do nucledsido, num andlogo de ribose, ou na substituicgdo
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de ribose por outra pentose. Pode também residir no complexo
como um todo, onde, por exemplo, um andlogo fracamente anti-
viral ou um gue possui actividade viral imperceptivel ou la-
tente se torna mais potente a seguir & sua incorporagdo num

derivado lipido de um nucledsido.

Os nucledsidos que se sabe terem essa actividade s&§o
membros da classe compreendendo nucledsidos de 3'-azido-2"',
3*-didesoxipirimidina, por exemplo, AZT, AZT-P-AZT, AZT-P-
ddA, AZT-P-ddI, AzddClu, AzddmeC, AzddMeC N4-0OH, AzddMeC
N4Me, AZT-P-CyE-ddA, AzddeEtu(Ccs-85), Azddu(cs-87), Azddc(cs-
-91), AzddFC, AzddBrU, e AzddIU; da classe compreendendo di-
desaxinucledsido de 3*-halopirimidina, por exemplo; 3-FddC1U,
3-Fddu, 3-FddT, 3-FddBrU, e 3-FddEtU; da classe compreendendo
2',3*-didesidro-2*,3"*-didesoxinucledsido (nucledsidos D4),
por exemplo D4T, D4C, D4MeC e D4A; da classe compreendendo nu
cleésidos de didesoxipirimidina 2',3*-ndo substituidos, por
exemplo, 5-F-ddC, ddC e ddT; da classe compreendendo nucledsi
dos de didesoxipurinas 2',3'-nfo substituidos, por exemplo,
ddA, ddpAPR(diaminopurina), ddG, d4I, e ddMeA(N6-metil); e da
classe compreendendo nucledsidos de didesoxipurina substitui-
dos com agucar, por exemplo, 3—N36dDAPR, 3-N3ddG, 3~-FddDAPR,
3-FddG, 3-FddaraA, e 3-FddA, onde Me & metilo Bt & etilo e
CyEt ¢ cianoetilo,

Outros andlogos de nucledsidos adequados podem ser agen
tes antivirais como aciclovir ou ganciclovir (DEPG) ou outros
andlogos como se descreve abaixo, 0Os derivados didesoxi prefe-
ridos sdo os usados no tratamento de SIDA, incluindo 3'-azido-
~3*-desoxitimidina (azidotimidina ou AZT); 2',3'-didesoxitimi-
dina (&4dT); 2',3'-didesoxicitidina (d4ddac): 2',3'—didesoxi-adeng
sina (ddA); e 2',3'-didesoxiguanosina (ddG). A AzZT, ddT e da&cC
sdo os andlogos mais preferidos, presentemente. Preferem-se
também as didesidropirimidinas, bem como carbovir, uma 2',3'-
-didesidroguanosina carbociclica. Igualmente preferidos s&o os
derivados 3'-azido de desoxiguanosina (AZG) e da pirimidina,
desoxi-uridina e os derivados 3'-fluoro de desoxitimidina e de

soxiguanosina, De entre as 2',6'-diaminopurinas preferem-se o
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2',3"-desoxi~ribosido e os seus derivados 3*-fluoroc e 3'-azi

do. Prefere-se também 2-cloro-desoxi-adenosina.

De entre os derivados agucar aciclicos preferem-se a
9-(4-hidroxi-1',2'-butadienil)adenina (adenaleno) e o seu equi
valente citosina. Derivados aciclicos preferidos possuindo,
um& base purina ou diaminopurina sdo 9-(2-fosfonilmetoxietil)-

adenina e fosfonometoxietil-desoxidiaminopurina (PMEDADP),

Os estereo-isbdmeros destes nucledsidos, tal como 2! -
-flovoro-ara-ddA, podem ser vantajosos devido & sua resisténcia
& hidrdlise catalisada por dcido da liga¢fo glicosidica, o que
prolonga a sua actividade antiviral, Em tais casos eles s8o

preferidos.

Para o tratamento de infecgles por herpes, citomegalovi
rus e hepatite B, podem utilizar-se derivados lipidos de aci-
clovir, ganciclovir, l-(2'-desoxi-Z'-fluoro-l-@—D—arabinofura—
nosil)-5~iodocitosina (FIAC) ou 1-(2'-desoxi-Z‘-fluoro-l-O-D-

-arabinofuranosii)-S-iodo-uracilo (FIAU).

Os lipidos s8o preferivelmente ligados aos andlogos de
nucledsidos através de ligagdes fosfato. Os derivados l{ipido
compreendendo uma ligagdo fosfato entre um andlogo de nucledsi
do e um 1l{pido podem ser preparados a partir de fosfolipidos,
andlogos de nucledsido fosforilados ou ambos. Os fosfolipidos
adequados compreendem fosfoglicéridos, esfingolipidos ou acil-

fosfatos,

Cs derivados lipidos de andlogo de nucledsido, nos
quais os lipidos estd8o ligados através dos grupos mono-, di-,
ou trifosfato podem ser preparados a partir de andlogos de nu-
cledsido fosforilados. Os andlogos de nucledsido fosforilados
s@o conhecidos, C andlogo didesoxinucledsido € fosforilado de
acordo com procedimentos convencionais tais como o médtodo de
oxicloreto fosforoso de toorchen e Topal (20). O andlogo modi-
ficado preferido € o 5'-monofosfato. Uma vez que a AZT, a ddc
e outros didesoxinucledsidos apenas tém o 5'-hidroxilo, apenas
se forma o 5'-monofosfato durante a fosforilag¢do; contudo, em

outros andlogos, nos quais o 3'-hidroxilo estd presente pode
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formar-se um 3'-monofosfato. Os andlogos difosfato e trifos-

fato de nucledsidos antivirais também podem ser usados.

Os grupos alifdticos das partes lipido tém preferivel
mente comprimentos de cadeia de dois a vinte e quatro dtomos
de carbono e tém zero a seis liga¢des duplas, Os grupos ali-
fdticos podem ser ligados & parte glicerol por ligacgdes aci-

lo, éter ou viniléter.

Métodos sintéticos:

As composigdes de lipido-nucledtido do presente inven-
to podem ser sintetizadas de acordo com métodos gerais aplicd
veis a todos os lipidos e todos os nucledsidos antivirais des
critos abaixo, como indicado no diagrama de fluxo da Figura e

demonstrado especificamente nos Exemplos 1 a 7,

Os lipidos compreendendo &cidos gordos, dlcoois, glicé
ridos e fosfolipidos podem ser adquiridos em fontes comerci-
ais (Avanti Polar Lipids, Inc., Pelham, Alabama 35124) ou ser
sintetizados de acordo com métodos conhecidos. Os andlogos de
nucledsidos antivirais est%o disponiveis em Aldrich, Milwau-

kee, Wisconsin ou em sigma, St, Louis, Missouri,

£ importante que todos os vestigios de dqgua se jam remo
vidos dos reagentes de modo & efectuarem-se as reacgdes de
acoplamento, Assim, os lipidos s8o primeiro secos por congela
¢do, por evaporagdo sob vdcuo quer num forno de vdcuo em ons.
As reaccgles também s8o realizadas sob um gds inerte, tal como,

por exemplo, argon,

Os compostos do invento podem ser formados de acordo
com procedimentos sintéticos gue acoplam um fosfolipido a um
andlogo de nucledsido ou que acoplam um fosfolipido a um mono
fosfato ou difosfato de andlogo de nucledsido, onde o grupo
estd localizado no grupo ribose do nucleébsido, na localizacgdo

3' ou preferivelmente 5°',.

Cs lipidos adequados para acoplar a nucledsidos, compre
endendo principalmente dcidos gordos de cadeia longa ou dlco-

ois, monoglicéridos ou diglicéridos, ceramidas e outras espé-
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cies 1{pidas descritas abaixo, podem ser fosforilados por
tratamento com agentes apropriados, por exemplo usando fosfo
rodicloridrato de fenilo de acordo com o procedimento de
Brown (32), por tratamento com oxicloreto de fésforo tal co-
mo no Exemplo 6, ou por outros procedimentos de fosforilagdo

conhecidos.

No primeiro tipo de sintese, um fosfolipido, tal como,
por exemplo, um dcido fosfatidico, é acoplado a um andlogo de
nucledsido seleccionado no 3'- ou no 5*'-hidroxilo por meio de
um agente de acoplamento, tal como, por exemplo, cloreto de
2,4,6-triisopropilbenzeno-sulfonilo na presen¢a de um catali-
sador bdsico, por exemplo, piridina anidra, & temperatura am-
biente. Podem usar-se outros agentes de acoplamento, tal como

diciclo-hexilcarbodiimida,.

Os derivados lipido também podem ser sintetizados por
acoplamento de um dcido fosfatidico a um monofosfato de nucle
6sido anti viral através de uma ligac8o pirofosfato. Neste
procedimento, o monofosfato ou difosfato de nucledsido & con-
vertido num derivado possuindo um grupo que se despede, por
exemplo, morfolina, ligado ao grupo terminal fosfato, de acor
do com o procedimento de Agrznoff e Suowmi (21) e como ilustra
do no Exemplo 4, para preparar um derivado de AZT, e no Exem-
plo 6, para um derivado de ddA. Ccorre, um acoplamento do dci
do fosfatidico e do morfilidato de fosfato de nucledsido por
tratamento de um@ mistura seca dos dois reagentes com um cata
lisador bdsico, tal como piridina anidra, & temperatura ambi-

ente,

As reacgles sdo seguidas usando cromatografia de cama-
da fina (TIC) e solventes apropriados. Quandoc a reacgdo estd
completa, determinado por TLC, o produtc & extraido com um sol
vente orgdnico e purificado por cromatografia num suporte ade-

quado para separagdo de lipidos, por exemplo, dcido silicico.

A sintese de produtos compreendendo adenina ou citidina
possuindo grupos amino reactivos pode ser facilitada por blo-

gqueamento desses grupos com acetato, antes da reacgdo de acopla



69 570 i é

~23-

mento, por tratamento com anidrido acético; apbs a cromato-
grafia do produto final, os grupos amino s§o desbloqueados

usando hidrdéxido de amdnio (Exemplo 3).

Derivados Lipidos:

As composigdes que serdo mais eficazes terfo uma por-
¢fo lipido suficiente para ser capaz de incorporar o material
de uma maneira estdvel numa bicamada lipossdmica ou outro ar-

ranjo macromolecular,

Alguns derivados l{pidos preferidos, de andlogos de nu
clebsidos, gque est¥o no &mbito do presente invento caiem em

gquatro classes gerais:

l. Fosfatidilnucledsidos antivirais

A estrutura destes compostos lfpidos antivirais & apre-

sentada a seguir:

HZT— Rq
H(,)——Rz ﬁ
H C0— O— P—A_—N

2
.

O

onde N € um didesoxinucledsido ®"terminador de cadeia" tal co-
mo AZT, ddC, ddA, ddT ou outro nucledsido antiviral tal como
aciclovir ou ganciclovir, A € um elemento do grupo VI da tabe
la periodica (0O, C ou S) e Rl e R2, que podem ser iguais ou
diferentes, s&o0 grupos alifdticos C. a C

1 24
locais de insaturacfo e tendo, preferivelmente, a estrutura

possuindo 0O a 5

CH3-(CH2)a-(CH=CH-CH2)b—(CH2)c-Y

(4

onde @ soma de @a e ¢ £ 1 a 23; e b & 0a 6; e onde ¥ & C(O)O-,
c-0~, c=Cc-0 , Cc(0)S-, €-S-, C=C-S5-, formando ligacgBes acilds-
ter, éter ou viniléter, respectivamente, entre os grupos alifd
ticos e a parte glicerol. Sstes grupos alifdticos na ligacgdo
aciléster compreendem portanto 4cidos gordos saturados, que

ocorrem naturalmente, tal como ldurico, miristico, palmitico,
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estedrico, araquidico e lenhocédrico e os dcidos gordos insa-
turados que ocorrem naturalmente palmitoleico, oleico, lino-
leico, linolénico e araquiddnico. Concretizacdes preferidas

compreendem um monoéster ou diéster, ou um derivado fosfati-
dil l-éter, 2-aciléster. Em outras concretizacdes, os grupos
alifdticos podem ter cadeias ramificadas com o mesmo ndmero

de carbonos e compreendem grupos alcanol ou alcoxi prim&rios

ou secunddrios e ligacdes éter internas.

Esta classe de compostos pode ser preparada por exem-—
plo a partir da reacgdo de um dcido diacilfosfatidico e de
um andlogo de nucledsido antiviral em piridina, como descri-
to para a preparagdo de 1,2-dimiristoilglicerofosfo-5'-(3'-

-8zido-3' -desoxi)timidina no Exemplo 1.

ApSs absorgfo e incorporagdo lipossémica, cré-se que
os compostos sofrem metabolismo pelas fosfolipases presentes
na célula., Por exemplo, no caso-espec{fico de um derivado
diacilfosfatidil de um nucledsido, a fosfolipase C actuaria
de modo a dar um diacilglicerol e o monofosfato de nucledsido
como se apresenta abaixo:

T I
| T

H—C—0—C—R H-C—0—C—R

1 1
l 0 | 0
H— C———-O———C———R2 Fosfolipase C H—C-—C— ——R2
| 0 |
¥Hr—- C—0—pP—A—N H—-C—0
| I | |
H o@ H

C
R I S
lo

Alternativamente, omesmo fosfatidilnucledsido pode
ser hidrolisado por fosfolipase A e lisofosfolipase seguida
por fosfodiesterase para dar glicerol e monofosfato de nucle

6sido, pela seguéncia apresentada abaixo:
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H C H ©
| | | | [
H—C—0—¢g—R, H—C—O—C—Rl
| 1 !
H——C——O——(C’Z)—-R2 Fosfolipasg;\ H—C—CH C
l i | |
H—C—0—P—A—N H—C—O0O—P—A —N
l
L 33 B 33' Lisofosfoli-
pase
H H
| |
H— C—CH 0 H—C—CH
l I |
H—C—CH + = P—A —_ N <osfodiesterases H—C—CH ©
l | | l
H—C-—CH JD H-C— C—P—A—N
l
| kL o

H

2. Diglicéridos de difosfato de nucledsido antiviral

A estrutura quimica desta classe de compostos & apresen

tada abaixo:

HC —R 0 o)

| | Il

H,—C—P—0—P—A-—N

| .

@] 0]
onde N, A e Rl e R2 sdo descritos como acima.

Cs diglicéridos de difosfato de nucledsidos sS5o conhe-
cidos, Cs diglicéridos de difosfato de nucleédsido antiviral po
dem ser preparados & partir de dcido fosfatidico e dos monofos
foruorfolidatos de nucledsido antivirais pelo método de Agra-
noff e Suomi (21) modificado por Prottey e Hawthorne (22)., Es-
te tipo de sintese & apresentada no Exemplo 4, para a sintese

de dipalmitoilglicerol-5*-difosfato de AZT,

Aguando da distribuigdo lipossdmica &s células, esta

BAD ORIGINAL
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classe de compostos tomard parte em vdrios tipos de reac¢gdes,
visto que € um andlogo de CPD-diglicérido, um importante in-

termedidrio, que ocorre naturalmente, na biossintese de fosfa
tidilglicerol, cardiolipin e fosfatidil-inositol como se apre

senta a seguir:

H
|
H—:l;-Rl c|)
H-C—Rgp + opa_n
| lo
H-C-0-P-0-Inositol 0
|
Ho°
Sy
A
&
H $ H H
| ~ | l
.. SN,
- - - =~ p-A—N
H (I: }’2ﬁ o Fosfotidilglicerol ! T'R'c‘('f o RZ‘T H +0 f@
i i
H-C—0 - P— 0-P-A—N H-C-0-P-0-Glicerol-0-P—— O-C—H ©
o, | | r |
H 63 &D ﬁ% H &9 53 H
N
%
\:b
%
&
3
<2
H
H-C-R o
ol
H-C-Ry + = p-a—n

C

I f e
N-C-0—P—0O-glicerol o)

l

H
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Todas estas reacgdes geram monofosfato de nucledsido
e um novo fosfolipido. E importante notar que Poorthuis e Hos
tetler (23) mostraram anteriormente gue uma variedade de nu-
clebsidos podia substituir CDP-diglicérido nestas reacgdes, in
cluindo UDP-diglicérido, ADP-diglicérido e GDP-diglicérido
(23). Ssignificativamente, ter Scheggrtt, et al. (24) sinteti-
zaram desoxi CDP-diglicérido e verificaram que ele também po-
deria substituir CDP-diglicérido na sintese mitoc®&ndrica de
fosfatidilglicerol e cardiolipin, sugerindo assim a possibili
dade de usar estes novos compostos para gerar os fosfatos de
nucledsidos antivirais nas cdlulas alvo.

A CcDP-diglicérido hidrolase catalisa outra importante
convers§o metabblica que dd origem a monofosfato de nucledsi-

do e dcido fosfatidico, como se apresenta abaixo:

HZT-—Rl
HC——R2 o 0 CDP-diglicdrido
=
] I I hidrolase
HZC —0 P @] P A— N
| _ |
0 0
Hd(f — Ry
HC——-R2 0 0
| J - -
Hzc——-O———r-——O + (0] ——-f——-A-——N
o o~

Esta via foi primeiro descrita em tecidos de mamifero
por Rittenhouse, et al, (25). Pensa-se que esta enzima, que &

uma pircofosfatase, faga a clivagem de diglicérido de difosfato
de didesoxinucledsido no monofosfato de nucledsido e &cido fos
fatidico proporcionando uma segunda maneira pela qual o mono-

fosfato de nuclebsido pode ser formado nas células alvo.

3. Acilfosfatos de nucledsidos Antivirais:

Cutra via de introduzir um composto lipido em cdlulas
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por meio de lipossomas € sintetizar acildsteres dos monofos-
fatos, difosfatos ou trifosfatos de nucledsido, EZsta sintese
pode ser realizada de acordo com o procedimento do Exemplo 5
para a sintese de di-hexadecil-fosfo-5'-didesoxicitidina.

A estrutura de um diacilfosfonucledsido € apresentada

a seguirs:
0

I

Ri—— O—P— A —N
;
onde N, A, Rl e R2 sdo definidgizcomo anteriormente. Em prin-
cipio, uma ou mais partes dcido do fosfato pode estar esteri-
ficada e sdo possiveis muitas outras combinacgdes de substitui
¢do0 de fosfato e d1lcool gordo. Por exemplo um monofosfato de
nucledsido pode ter um ou dois ésteres alifdticos; um difosfa
to de nucleébdsido pode ter uma a trés ésteres alifdticos e o
trifosfato de nucledsido pode ter um a quatro ésteres alifdti
cos., Os nucledsidos podem ser didesoxinucle®sidos “terminado-

res de cadeid ou outros nucleésidos antivirais.

Uma vez que as células contém vdrias esterases, prevé-
-se que esta classe de compostos seja hidrolisade a nucledsi-
do fosforilado, ultrapassando a deficiéncia em didesoxinucle-
é6sido guinase em mondcitos e macréfagos humanos e restaurando

assim a actividade antiviral.

4, Fosfonuclebsidos antivirais de ceramida

Cs fosfatos de nucledsidos antivirais tambdm podem ser
gerados em células apds distribuic8o lipossbdmica de fosfatos
de nucledsido de ceramida antivirais possuindo a estrutura ge

ral apresentada a seguir:

CER O—P—A N
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onde CER é uma N-acil-esfingosina possuindo a estrutura:

CH=CH~(CH -CH

l

CHCOH

RC (0O)NH-CH

|

H2C-

onde R é definido como anteriormente ou € um derivado de es

2)12 3

fingosina, substituido por lipido, equivalente, e N & um nu

cledsido anti-retroviral ou um nucledsido antiviral "termi-

nador de cadeia" definido como anteriormente. Esta classe de
compostos ¢ Gtil em formulagio lipossdmica e terapia de SIDA
e outras doengas virais porque pode ser influenciada por es-
fingomielinase ou fosfodiesterases em células dando origem a
monofosfato de nucledsido. Em adigdo ao composto apresentado
acima, pode também sintetizar-se didesoxinucledsidos difosfa
to de ceramida, que podem ser degradados por pirofosfatases

celulares para dar monofosfato de nucledsido e fosfato de ce

ramida,

Os fosfatos de nucledsido antivirais de ceramida po-
dem ser preparados por um método semelhante aoc m€todo de pre
paragdo de diglicéridos de difosfato de nucledsido antiviral,

com variagdes apropriadas nos materiais de partida,

5. Cutros Derivados Lipidos de Nucledsidos Antivirais

Uma abordagem para se conseguir ainda maior estabili-
dade de derivados lipidos de andlogos de nucledsidos nos li-
possomas & o aumento da interacgdo lipido-lipido entre a es-
trutura lipido-nucledsido e a bicamada. Assim, em concretiza
¢Oes preferidas podem ser sintetizados derivados lipido de
andlogos de nucledsido possuindo atd quatro grupos lipofili-
cos. Uma classe destes compreende derivados difosfatidilgli-

cercol possuindo a estrutura geral:

RAD ORIGINAL 1

S
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¢c—C—-C—C—P—0—C—C—C—C—F—~0—-C—C—C
| I 12t 3¢ | |
Rl R2 0 @] R3 R4

Nesta classe, os nucledsidos sd8o ligados @ um ou am-
bos os fosfatos por uma ligag8o fosfodiéster ao 5'-CH da par
te desoxi-ribose, ribose ou didesoxi-ribose do nucledsido an
tiviral, No caso de nuclebsidos aciclicos, tais como aciclo-
vir ou ganciclovir, a ligagdo seria ao grupo CH eguivalente
80 da posigdo 5* da ribose, desoxi-ribose ou didesoxi-ribose.
Pode haver um ou dois nucledsidos ligados a cada molécula, Os
fosfatos de nucledsido podem também ser ligados por uma liga-

¢do pirofosfato, como no Exemplo 4.

Outra classe de derivados possuindo componentes lipidos
aumentados compreende bis{(diacilglicero)fosfonucledtidos, pos-

suindo a estrutura geral:

dadc

|

|
¢—-C¢-—-¢—0—pP—C—C—C—ZC
| I |
Rl R2 O R3 R4

R4 podem ser dois, trfs ou quatro grupos alifdticos que s8o,
independentemente uns dos outros, R definido como anteriormen
te, estando os referidos grupos em ligac®es acilédster, &ter

ou viniléter. Este composto pode ser feito pelo método do Exem

plo 3.
A versdo difosfato deste compesto com @8 seguinte estru-
ra:
tu aqc
C
' —-—
O—P — 0O
|
C

- C—C—0—P—0—C—C—C

C
| I ]
R, R, 0 Ry R,
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pode ser feita por acoplamento do monofosfomerfolidato de nu
cledsido ao residuo fosfodster de bis(diacilglicero)fosfato
de acordo com o procedimento do Exemplo 4. Este composto se-
rd metabolizado a AZT-P nas cdlulas por CDP-diglicérido-hidro
lase (uma@ pirofosfatase). Estes dois tipos de compostos podem

proporcionar propriedades metabdlicas e fisicas superiores.

Podem ser sintetizados outros derivados lipidos adequa
dos de nucledsidos usando novos lipidos. E desejdvel, por
exemplo, sintetizar derivados fosfolipido de nueledsidos anti
virais e anti-retrovirais que dardo origem a f#gentes antivi-
rais potentes por meio de vias alternativas de metabolismo pe
las células alvo que absorve a formulacSo de 1{pido. Para de-
rivados constituidos pelos seguintes tipos de compostos, pode
prever-se um metabolismo celular distinto do dos derivados
fosfolipido convencionais, porque estes tém um grupo fosfato
que é removido do grupo lipido usual por um grupo contendo&o
to. A estrutura destes lipidos é caracteristica de um deriva-

do de amdnio quaterndrio.
C composto apresentado:

HZC-—R

| 1
r—*(,; — R,
HC —H
I
+
T— CH5— CH5;——OCH
(CH3)2 (1)

acetato de D,L-2,3—diestearoiloxipropil(dimetil){3—hidroxieti;
aménio foi primeiro sintetizado por Rosenthal e Geyer em 196C
(35) e estd disponivel Calbiochem, La Jolla, California 92039,
Ele pode servir facilmente para ligar fosfato de AZT ou gqual-
quer outro fosfato de nucledsido antiviral, usando cloreto de
triisopropilbenzeno-sulfonilc (TIBSC) como descrito no Exemplo
l ou 7.

Alternativamente, a AZT pode ser ligado ao lipido de
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ambnio fosforilado preparado por POCl3, usando TIBSC. Apresen

ta-se abaixo o derivado de AZT do composto I fosforilado, ace
tato de D,L-2,3~diaciloxipropil(dimetil)-)-hidroxietilamdnio,

onde Rl e R2 s8o grupos alifdticos definidos como anteriormen

te, com @ estrutura preferida:

bém ser fosforilado como eles descreveram no seu documento

H.C — R

2l 1

*N— cH

|
(CH3)2

2

CH

5—

0

O— P— O—CH

|

o)

N

2

C

CH3

(II)

Além disso, o composto I de Rosenthal e Geyer pode tam

(35). Pode também usar-se o método do oxicloreto fosforoso de

Toorchen e Topal (20) para preparar o éster fosfato de I. A es

tas espécies fosforiladas pode entdo acoplar-se qualquer nucle

4sido antiviral ou anti-retroviral usando o derivado morfolida

to do fosfato de nucledsido como referido por Agranoff e Suomi,

(21) e modificado por Prottey e Hawthorne,

vados difosfato de nucledsido de T,

1967 (22).

resultantes, vpodem ter pro

Cs deri-

priedades Exemplares como agentes antivirais distribuidos em

lipossomas a células infectadas,., Os nucledsidos preferidos in-

cluem,

ndo lhes estando limitados: AZT, 4d4A, d4dd4dC, adr,

aciclo~-

vir, e ganciclovir., O derivado difosfato de AZT do Composto I

é apresentado abaixo:

2

HzT'—“Rl
H?————Rz
HC — H
+L——-CH———-CH-———
| 2
(CHy),

o)
I

l

]

0
]

|
0

C

0—P— Q0—P— O0—

N

é?;__

CH

T:jEEL____
W N

//ﬁ\\,/CH3

(IIT)
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Em qualguer dos derivados lipidos descritos nas secgdes
1 a 5 anteriores, o nucledésido pode ser qualquer nucledsido an
tiviral; Ry _5 (bem como Ry_4 para as espécies bis(diacilglice-
ro)) podem ser qualquer &cido gordo saturado ou insaturado pos
suindo 2 a 24 dtomos de carbono., S§o também possiveis &cidos
gordos ciclopropano poli-insaturados, hidroxi, de cadeia rami-
ficada, A esterogquimica das partes glicerol pode incluir liga-
¢Oes fosfoéster sn-1 ou sn-3 ou suas misturas racémicas. Pode
haver 1 ou 2 (bem como 3 ou 4 para as espécies bis(diacilglice
ro)) grupos aciléster ou grupos alguiléter ou vinildter, como

necessario.

Vdrios outros fosfolipidos podem ser ligados a nucle-
6sidos, incluindo, mas ndo estando limitados por, fosfatidil-
glicerol, fosfatidil-inositol ou gqualqguer outro fosfolipido
onde o grupo de cabega contenha um grupo hidroxilo de ligacgdo
disponivel, tanto num dlcool poli-hidroxilo natural, como ino
sitol, como num, no qual ele tenha sido substituido por outro
d1lcool poli-hidroxi ou por um hidrato de carbono tal como um
agucar, de novo quer natural quer sintético. Neste caso, o fos
fato de nucledsido serd adicionado por esterificacd@o a um ou
ma@is dos hidroxilos do dlcool ou do hidrato de carbono, Cutros
glicolipidos podem tambdm servir como ligando ao qual o grupo
fosfato de nucledtido € ligado por meio de esterificac8o a um
grupo hidroxilo de glicolipido., Podem também ser usados, van-
tajosamente, outros glicolipidos, quer sejam ou ndo fosfolipi
dos, tal como cerebrdsidos ou ganglidsidos seleccionados, quer
naturais guer sintéticos, possuindo propriedades hidrofdbicas
adequadas, Estes também podem ser ligados a nucledtidos por es

terificagdo similar de grupos hidroxilo de hidrato de carbono.

Além disso, os nuclebsidos antivirais podem ser ligados
aos grupos fosfato dos mono-, di- e trifosfatos de fosfatidil-
-inositol ou as partes hidrato de carbono substituidas por fos

fato de fosfolipidos ou glicolipidos, naturais ou sintéticos.

A fosfatidil-serina pode ser ligada a andlogos de nucle
6sido directamente por esterificacgdo do seu grupo carboxilo

com o 5'-hidroxilo do grupo ribose do nucledésido. Os fosfolipi
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dos sintéticos, que sfo semelhantes, em estrutura, a fosfati
dil-serina, contendo um grupo carboxilo no grupo de cabecga

polar, podem ser ligados por uma via similar,

Os fosfolipidos possuindo cadeias alguilo ligadas por
ligagdes éter ou viniléter também podem ser usadas para prepa
rar derivados de nucledtidos de acordo com o presente invento,
Fosfolipidos adequados para este fim compreendem acetal fosfa
tideos de ocorréncia natural ou plasmalogenes, compreendendo
um grupo dcido gordo, de cadeia longa, presente numa ligagdo
viniléter insaturada. Alternativamente, podem preparar-se sin
téticamente andlogos de l-0O-alquilglicerol ou 2-O—alquilglicg
rol e ligar-se a um nucledtido seleccionado como descrito no
Exemplo 7, Preferem-se derivados de glicero-3-fosfo-5'-azido-
timidina e podem preparar-se por condensagdo de monofosfato
de AZT com vdrios andlogos de l-0O-alquilglicerol, possuindo
um grupo &lgquilo com um comprimento de cadeia de 2 a 24 carbo
nos na posigdo 1 de glicerol o grupo l-O-algquilo pode consis-
tir num grupo alifdtico saturado, insaturado possuindo um com
primento de cadeia de 2 a 24 dtomos de carbono. 0 res{duo de
l1-0O-alguilglicerol pode ser racémico ou estereoespecifico. Es
te composto pode ser acilado com cloretos ou anidridos de éci
dos gordos resultando na sintese de l1-0-alquil-2-acil-glicero
-3-fosfo-5'-azidotimidina, Similarmente, usando um grande ex-
cesso de monofosfato de azidotimidina, podem sintetizar-se os
andlogos l—O—alquil—Z,3—bis(fosfo-5',3'—azido-3'-desoxitimidi

na)glicerol, Estes derivados tém a estrutura geral:

C—O0—R

HC—R
Yo
H2C—— 0—P— A —N\N

o)

H

2 1

cnde Rl £ uma cadeia a@lquilo insaturada ou saturada com 1 a
23 &tomos de carbono de comprimento em ligacdo éter ou vinilé-
ter. R, € OH ou um éster de 4cido gordo saturado ou insaturado,

com 2 a 24 dtomos de carbono, E também possivel uma ligag§o
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dter ou viniléter em R,. C grupo na posicdo 1 de glicerol

também pode ser CH se R, & a cadeia alquilo ligada por é&ter,

2
N é gqualquer nucledsido antiviral ligado numa ligacg8o 5'-fos
fodiéster e A € um elewento do grupo VIa da Tabela perfodica

(Chalcogen) (0, C ou 8S),.

Embora os nucledbsidos antivirais fosforilados (nucle-
étidos) sejam concretizacgdes preferidas do presente invento,
& possivel utilizar derivados lipidos, de andlogos de nucle-
ésido, nfo contendo fésforo, se nfo for necessdrio proporcio
nar &s células infectadas o fosfato de nucledsido para conse-
guir um efeito antiviral através de processos de metabolismo
celular, Alguns exemplos de compostos deste tipo teriam dci-
dos gordos esterificados ou presentes em ligagdo alguilo, di
rectamente a 5'-hidroxilo do nucledbsido de acordo com o métg

do do Exemplo 13,

Alternativamente, uma molécula “espacadora", possuin-
do, por exemplo, grupos carboxilo em qualquer extremidade e ©
a 10 grupos CH2 no centro, pode ser esterificada a 5'-hidroxi
lo do nucledsido antiviral., O outro carboxilo do "espacador"
pode ser esterificado no hidroxilo livre de diacilglicerol ou
qualguer outro lipido possuindo uma funcdo hidroxilo disponi-
vel. Podem também usar-se outros grupos de ligacdo ("espagado
res") com grupos funcionais adequados nas extremidades, para
ligar o diglicérido ou outro grupo lipido adequado ao nucle-

4sido, por métodos guimicos bem conhecidos dos peritos na ar-

te.

Preparacdo de lipossomas compreendendo Derivados de Nucledsi-

dos Antivirais

Apds sintese, o derivado lipido do andlogo de nucledsi
do € incorporado em lipossom3s ou outro veiculo adequado. A in
corporagdo pode ser realizada de acordo com procedimentos co-
nhecidos de preparagdo de lipossoma tal como tratamento com ul
trassons ("sonacetion"), extrusfo ou microfluidizac8o, Métodos
convencionais adequados de preparagdo de lipossoma@s incluem,

os revelados por Bangham, et al. (4), Olson, et al, (26), Szo-
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ka e Papahadjapoulos (27), Mayhew, et al, (28), Kim et al,
(29), Mayer, et al, (30) e Fukunaga, et al., (31), ndo lhes

estando limitados.,

Os lipossomas podem ser produzidos a partir de deriva
dos lipidos de andlogos de nucledsidos s&zinhos ou em combi-
nagdo com qualquer dos materiais fosfolipidos para lipossomas
convencionais, sintéticos ou naturais, incluindo fosfolipidos
de origens naturais tal como ovo, de origens de plantas ou
animais tais como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina ou
fosfatidil-inositol. Os fosfolipidos sintéticos, que podem
também ser usados incluem mas ndo estSo limitados por, dimi-
ristoilfosfatidilcolina, di-oleilfosfatidilcolina, dipalmi-
toilfosfatidilcolina e di-estearcilfosfatidilcolina e as cor-
respondentes fosfatidiletanolaminas e fosfatidilglicerdis sin
téticos. Como € convencionalmente conhecido podem também adi-
cionar-se outros aditivos tais como colesterol ou outros este
réis, hemi-succinato de colesterol, glicolipidos, cerebrésidos,
dcidos gordos, ganglidsidos, esfingolipidos, 1,2-bis(oleocilo-
xi)-3-(trimetilaménio)propano (DOTAP), N-/ 1-(2,3-di-oleoil)-
propil-N,N,N-trimetilaménio (cloreto) (DOTMA), D,L-2,3-diestea
roiloxipropil(dimetil)JQ-hidroxietilaménio (acetato), glucopsi
cosina ou psicosina. As quantidades relativas de fosfolipido
e aditivos usadcs nos lipossomas podem variar como dese jado. As
gamas preferidas sdo de cerca de 8C a 95 moles por cento de
fosfolipido e 5 a 20 moles por cento de psicosina ou outro adi
tivo. O colesterol hemi-succinato de colesterol, dcidos gordos
ou DCTAP podem ser usados em quantidades variando entre O e 50
moles por cento. As quantidades de andlogo de nucledsido anti-
viral incorporadas na camada de lipido de lipossomas podem va-
riar com a concentragdo dos seus lipidos variando entre cerca

de 0,Cl e cerca de 100 moles por cento.

Usando médtodos convencionais para reter, o composto acti
vo retém aproximadamente 2C a 50% do material presente em solu-
gdo; assim, aproximadamente 50 a 80% do composto activo & perdi
do. Em contraste, quando o andlogo de nucledsido & incorporadcs
nos lipidos, virtualmente todo o andlogo de nucledsido € incor-

porado no lipossom@ e virtualmente nenhum composto activo & per
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Cs lipossomas com as formulagdes acima podem ser tor
nados ainda mais especificos para os seus alvos pretendidos
com @ incorporagdo de anticorpos mouoclonais ou outros li-
gandos especificos para um alvo, Por exemplo, os anticorpos
monoclonais para o receptor CD4 (T4) podem ser incorporados
no lipossoma por ligacgcdo a fosfatidiletanolamina (PE) incor
porada no lipossoma pelo método de Leserman, et al, (19). Co
mo se descreveu anteriormente, o HIV infectard as cdélulas por
tadoras do receptor CD4 (T4). O uso deste imunolipossoma diri
gido para CD4 focard, o composto antiviral para sitios que
" HIV pode infectar, A substituig¢do por outra proteina de reco-
nhecimento de CD4 conseguird o mesmo resultado. Por outro la-
do, @ substituigdo de anticorpo monoclonal para gpllO ou gp4l
(proteinas de revestimento viral de HIV) focard imunoliposso-
mas antivirais para sitios de infecgdo e replicag8o de HIV
correntemente activa, Os anticorpos monoclonais para outros
virus, tais como Herpes Simplex ou citomegalovirus focard com

posto activo para sitios de infecgf8o destes virus.

Usos Terapfuticos de Derivados Lipidos

O andlogo de nucledsido fosforilado incorporadoc no 1li-
possoma € administrado a pacientes por qualquer dos procedimen
tos conhecidos utilizados para administrar lipossomas., Os li-
possomas podem ser administrados intravenosamente, intraperito
nealmente, intramuscularmente ou subcutaneamente como solugdo
aguosa tamponada, Qualgquer tampdo aquoso ou outro veiculo far-
maceuticamente aceitdvel pode ser utilizado desde gque nSo des-
trua a estrutura do lipossoma@ ou a actividade do andlogo ds= nu
cledsido lipido. Um tampdo aquoso adequado £ fosfato de sédio
5 mM contendo NaCl 150 mM com um pH de cerca de 7,4 ou outras

solugdes salinas tamponadas fisioldbgicas,

A dosagem para um mamifero, incluindo um humano, pode
variar dependendo da extensf§o e gravidade da infecgdo e da
actividade do composto administrado, Os niveis de dosagem para
os andlogos de nucledsido est8o bem estabelecidos. Os niveis de
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decsagem dos derivados lipidos de andlogos de nucledsido de
vem ser tais gque sejam administrados cerca de C,cCl mg/¥ilo
grama a 1000 mg/Kilograma ao paciente numa base dfaria e
mais preferivelmente de cerca de 0,C5 mg/Kilograma a cerca

de 100 mg/Kilograma,

O presente invento utiliza os derivados de nucledsi-
do antivirais apontados acima, incorporados nas lipossomas
de modo & dirigir estes compostos para macréfagos, mondcitos
e guaisquer outras células que absorvem as composigdes lipos
sémicas. Os ligandos também podem ser incorporadas para fo-

car ma3is & especificidade dos lipossomas.

Os derivados descritos tém vdrias vantagens invulga-
res e novas em relacgdo aos fosfatos de didesoxinucledsidos

soltiveis em dgua descritos num pedido co-pendente anterior.

Primeiro, eles podem ser formulados mais eficazmente.
Os lipossomas compreendendo derivados lipidos de andlogos de
nucledsidos tém razdes de droga para lipido muito mais eleva
das porque eles sdo incorporados na parede do lipossoma em
vez de se localizarem no compartimento aguoso do ndcleo. Em
segundo lugar, os lipossomas contendo os derivados de dideso
xinucledsido lipofilicos apontados acima n&o escaram durante a
armazenagem, proporcionando maior estabilidade do produto.
Além disso, estas composigles podem ser liofilizadas, armaze-
nadas secas & temperatura ambiente e reconstituidas para uso,
proporcionando maior vida em prateleira, Tles permitem também
38 incorporagdo eficiente de compostos antivirais em formula-

¢cBes lipossdmicas sem perda significativa de composto activo,

Eles proporcionam também vantagens terapduticas., A es
tabilidade do agente incorporado lipossomicamente obriga uma
maior percentagem do nucledsido antiviral administrado a al-
cangar o alvo pretendido, ao passo que a guantidade absorvi-
da pelas células &, em geral, minima, diminuindo assim os efei
tos laterais téxicos dos nucledsidos. Os efeitos laterais téxi
cos dos podem ainda ser reduzidos dirigindo os lipossomas, nos

guais eles estdo contidos, para locais de infecgdo reais ou
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potenciais, incorporando os ligandos especificamente a eles

ligados nos lipossomas.,

Finalmente, os compostos apontados acima foram cons-
truidos por uma nova via de modo a originar didesoxinucledsi
dos, fosforilados ou outros nucledsidos antivirais apés meta
bolismo celular adicicnal. Isto melhora o seu efeito anti-re
troviral (antiviral) em mondcitos e macrdéfagos ou outras cé-
lulas que se sabe serem resistentes aos efeitos dos compos-
tos antivirais livres, Além disso, os compostos pré-incuba-
dos com células linfdides proporcionam protecgfo completa con
tra infecg@o por HIV por um periodo de até, e mais ou 48 ho-
ras apdés a droga ser removida, enquanto gque o nucledsido li-
vre nf8o proporciona protec¢fo 24 horas apds a remocgfo. Final
mente, espera-se gque os compostos lipidos sejam Uteis no tra-
tamento de infecgdes por HIV devidas a estirpes de virus que
sdo resistentes a andlogecs de nucledsidos anti-retrovirais 1i

vres,

Os derivados lipidos de agentes antivirais tém um efei
to antiviral prolongado guando comparados com os agentes isen
tos de lipidos; eles proporcionam portanto vantagens terapéu-
ticas como medicamentos mesmo guando nfo estdo incorporados
em lipossomas, Cs derivados lividos nf8o lipossédmicos de anélg
gos de nucledsideo antivirais podem ser aplicados a pele ou mu
cosa ou ao interior do corpo, por exemplo oralmente, intrstra
quealmente ou de outro modo por via pulmonar, entericamente,
rectalmente, nasalmente, vaginalmente, lingualmente, intrave-
nosamente, intra-arterialmente, intramuscularmente, intraperi
tonealmente, intradermicamente ou subcutaneamente, As presen-
tes preparacgdes farmacéuticas podem conter o agente activo sé
zinho ou podem conter ainda substédncias valiosas farmaceutica
mente., Zlas podem ainda compreender um veiculo farmaceutica-

mente aceitdvel.

As preparacgdes farmacéuticas contendo derivados lipi-
dos de nucledsidos antivirais s§o produzidas por processos

convencionais de dissolugdo e liofilizagdo de modo a conterem
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aproximadamente 0,1% a 100%, preferivelmente aproximadamen-
te 1% a 50% do ingrediente activo., Elas podem ser preparadas
como unguentos, pomadas, comprimidos, cdpsulas, pds ou pulve
rizagSes, em conjunto com excipientes eficazes, veiculos di-
luentes, fragr8ncias ou aromas de modo a tornd-las palatd -

veis ou agraddveis de usar.

As formulagles para ingestdo oral estf8o na forma de
comprimidos, cdpsulas, pilulas, &mpolas de agente activo em
pd ou suspensdes ou solugdes oleosas ou aquosas, Os comprimi
dos ou outras composigdes nfo liquidas orais podem conter ex
cipientes aceitdveis, conhecidos na arte da fabricagdo de com
posigles farmacéuticas, compreendendo diluentes, tais como la
ctose ou carbonato de cdlcio; agentes ligantes tais como gela
tina ou amido; e um ou mais agentes seleccionados a partir do
grupo consistindo, em agentes adogantes, agentes aromatizan-
tes, agentes corantes ou conservantes para proporcionar uma
preparagdo palatdvel, Além disso, estas preparacdes orais po-
dem ser revestidas por técnicas conhecidas para retardar ain-

da a desintegragdo e absorgdo no tracto intestinal,

As suspensdes agquosas podem conter o ingrediente acti-
vo em mistura com excipientes farmacologicamente aceitdveis,
compreendendo agentes de suspensdo, tal como metil celulose;
e agentes molhantes, tal como lecitina ou &lcoois gordos de
cadeia longa. As referidas suspensdes aguosas podem também
conter conservantes, agentes corantes, agentes aromatizantes

e agentes adogantes de acordo com standards da industria.

As preparagdes para aplicacdo tdpica e local compreen-
dem pulverizacdes de aerossol, logdes, geles e unguentos em
veiculos farmaceuticamente apropriados gue podem compreender
dlcoois alifdticos inferiores, poli-glicdis tais como glicerol,
polietileno-glicol, ésteres de dcidos gordos e &leos e gordu-
rads e silicones, As preparacdes podem ainda compreender anti-
-oxidantes, tdis como 4cido ascérbico oy tocoferol e conservan
tes tais como ésteres de dcido p-hidrobenzéico.

As preparagOes parentéricas compreendem particularmente
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produtos ésteres ou esterilizados podem proporcionar-se com
posigdes injectdveis contendo a composicdo activa e qualquer
dos vefculos injectdveis conhecidos. Zstas podem conter sais

para regular a press8o osmética,.

A quantidade terapeuticamente activa dos derivados 1i
pidos é determinada por referéncia a&s dosagens recomendadas
do nucledtido antiviral activo, tendo em vista que, so selec
cionar a dosagem apropriada a qualquer caso especifico, se &
ve tomar em considerag¢@o o peso, saude geral, metabolismo,
idade do paciente e outros factores gue influenciem a respos
ta & droga. A dosagem parentérica serd apropriadamente de

uma ordem de grandeza inferior & da dose oral,

Pode conseguir-se um@ me lhor compreensdo do invento
por referéncia aos seguintes exemplos ilustrativos que nSo

se destinam, contudo @ limitar indevidamente o invento.
EXEMPLC 1

Sintese de 1,2-Dimiristoilglicerofosfo-5'-(3'-azido-3'-deso-

xi)timidina, sal de mono-sédio,

Preparacfo de dcido dimiristoilfosfatidico (DMPA-K)

Num funil de separagdo (5C0 ml), dissolveu-se primei-
ro salde di-sédio de 4cido dimiristocilfosfatidico (I g, 1,57
mmol) em clorofdrmio:metanol (2:1 em volume, 25C ml) e mistu
rou-se bem. Adicionou-se dgua destilada (50 ml) & solugdo e
o pH foi ajustado @ 1 por adigdo de dcido cloridrico concen-
trado. A solucdo foi bem misturada e a camada de clorofdérmio
foi recolhida., A camada de clorofdrmio foi lavada (back mas-
hed) uma vez com metanol:dgua (1l:1 em volumes, 80 ml) e =va-
porada sob pressdo reduzida a 302 para produzir dcido dimi-
ristoilfosfatidico (DMPA-H) sob a forma de uma espuma branca.
Adicionou-se ciclo-hexano (10 ml) e a solugdo foi liofilizada
até & secura para obter um pd branco (850 mg) gue foi entSo
armazenada a -20°2C, Um dia antes da reacg¢8o de acoplamento, o
DMPA-H (250 mg, ©,42 mmol) foi dissolvido em ciclo-hexano (10
ml) num baldo de fundo redondo (50 ml) e o solvente foi evapo

rado sob pressdo reduzida a temperatura ambiente., Este proces
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so fol repetido mais quatro vezes e o DMPA-E foi ainda seco
no forno de vdcuo & temperatura ambiente durante a noite SO
bre P205 € armazenado num exsicador a -=-20¢°C.

Reaccdo de acoplamento:

Sob argon, adicionou-se, ao balfo de 50 ml, com fundo
redondo, contendo DMPA-H seco (250 mg, C,42 mmol), 3*-azido-
-3 ~desoxitimidina (AZT) seca, Sigma Chemical, St, Louis, Mis
souri, (85 mg, 0,31 mmol, seca sobre P,05 sob vdcuo durante a
noite) e cloreto 2,4,6-tri-isopropilbenzenossulfonilo (315 mg,
1,04 mmol) e adicionou-se piridina anidra (2 ml) com seringa
para obter uma solugfo limpida, A mistura reaccional foi agi-
tada @ temperatura ambiente durante 18 horas. (A reaccfo foi
seguida por cromatografia em camada fina). Adicionou-se dgua
(1 ml) ao produto bruto para destruir o catalisador em exces-—
so e o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida para produ
zir uma goma amarela que foi entfo redissolvida num pequeno
volume de metanol:cloroférmio (1:9 em volume) e aplicada a
uma@ coluna de s{lica-gel (45 g, Kieselgel 60, Alemanha Ociden
tal). A coluna foi eluida com metanol a 8% em cloroférmio.
Apébs pré-reCOIha (rejeitada), recuperou-se AZT e depois obteve
~se dimiristoilfosfatidil-3'-azido-3'-desoxitimidina (DMPA -
-AZT). As fracgdes contendo o produto foram combinadas e o
solvente foi evaporado sob press§o reduzida. O ciclo-hexano
(5 ml) foi adicionado ao residuo e a mistura foi liofilizada
até & secura sob vdcuo sobre P205 para produzir DMPA-AZT puro
(270 mg, 0,29 mmol, 95%).

Conversdo no sal de mono-s&dio:

Ao DNMPA-AZT seco, redissolvido em clorofdrmio:metanol
(2:1 em volume, 30 ml), adicionou-se dgua destilada (6 ml),
misturou-se bem, e o pH da camada aquosa foi ajustada a 1, A
camada de clorofdrmio foi recolhida e adicionou-se 10 ml de
metanol:dgua (1:1) e misturou-se bem. O pH da camada aguosa
foi ajustada a 6,8 com NaCH metandlico (C,1 N), misturou-se
bem, e a camada aquosa foi mantida a pH 6,8, A mistura de clo

roférmio, metanol e dgua combinados foi evaporado sob pressfo
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reduzida para produzir sal de mono-sd&dio de dimiristoilfosfa
tidil-3'-azido-3'-desoxitimidina, O residuo foi redissolvido
em cloroférmio:metanol (2:1 em volume, 2 ml) e adicionou-se
acetona para precipitar sal de mono-s&8dio de DMPA-AZT da
qual fel ainda seco @ partir do ciclo-hexano (5 ml) para pro
duzir um pd branco (220 mg, 0,26 mmol, rendimento de 78% com
base em AZT}. C ponte de fusdo foi de 2309, valor de Rf em
placas de camada fina de silica-gel foi de G 0,32 (clorofdr-
mio:metancl:dgua:amoniaco 80:20:1:1), Rf de 0,58 (clorofdér-
mio:metancl:dgua:amoniaco 70:30:3:2), Rf de ©,31 (clorofdr-
mio:metanoIl:dgua: 65:25:4); mdximo de absorcdSo UV 266 nm
(10,800); Andlise calculada para C4lN5011P1H72. 1 HZO: c,
57,24 H, 8,44; P, 3,61; =Zncontrada: C, 56,80; H, 8,83; p,
3,52. EM, M/e 864,60 (M').

RMN de protfo: (cpcr3)é 0,88 (6H, bt, J = 6,9 Hz, acilo CE3),
1,26 (40 H, s, acilo CH2), 1,6C (4 H, bs,(® acilo CH2), 1,94
(3, s, timina CH3), 2,31 (4H, m,X& acilo CHE2), 2,39 (2H, m,
ribose 2'H), 3,38 (2H, bd, J = 12,6 ¥z, ribose 5'1), 3,78
(2H, m, sn-3 CH2 glicerol), 4,cO0 (1H, dd, J1 = 12 Hz, J2 =

= 6 Hz, sn-1 CH2 glicerol), 4,18 (1¥, 44, J1 = 12 Hz, J2
=6 Hz, sn-1 CH2 glicerol), 4,07 (1¥, m, ribose 3'H), 4,41
(1H, m, ribose 4‘'H), 5,24 (1H, m, sn-2 CE glicerol), 7,62
(1#, s, timina 6H), 6,21 (1H, t, J = 6 Hz, ribose 1'H). A ra

zdo da drea do pico entre 4cido fosfatidico e AZT & 1.
SXTMPLC 2

Sintese de l,2—Dimiristoilglicerofosfc—S'—(3'-desoxi)timidina,
sal de mono-sédio

Cbteve-se 3'-desoxitimidinareSigma Chemical, St., Louis,
Missouri, O derivado lipido deste andlogo foi sintetizado usan
do o mesmo método descrito acima no Zxemplo 1., Ponto de fusdo
2352C, Rf em sflica-gel G 0,25 (clorofdrmio/metanol/dgua/amo-
nfaco 8C:20:1:1); 0,57 (cloroférmio:metanol:amoniaco:dgua 70:
:30:3:2); C,24 (clorofdérmioc:metanol:dgua 64:25:4); mdximo de
absorgdo UV 296 nm ( 8,4C0); Andlise: Calculada para

C41N2011P1H72Nal.lH20: c, 58,53; H, 8,87; P, 3,69; Encontrada:
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c, 56,75; ¥, 9,33; p», 3,58, =M, m/e 823,00 (i+).

RMN de protfo: (cpcr3)d 0,91 (6H, bt, J = 6,8 Hz, aciloCH3),
1,23 (4H, bs, acilo CH2), 1,26 (4H, bs, acilo CH2), 1,28
(32H, bs, acilo CH2), 1,62 (4H, m,@ acilo CH2), 1,97 (3H, s,
timina CH3), 2,05 (2H, m, ribose 2*'E), 2,35 (4H, wm,% acilo
cH2), 3,39 (2H, bs, ribose 5°'H), 3,90 (2H, m, sn-1 CH,, glice
rol), 4,16 (1H, wm, sn-1 CH2 glicerol), 4,24 (1H, m, sn-1 CHz
glicerol), 4,38 (1H, m, ribose 4'H), 5,23 (1H, wm, sn-2 glice
roI) 6,10 (1H, bt, ribose I*H), 7,68 (1H, s, timina 6H). A
razdo da drea do pico de &cido fosfatidico para 2*,3'-dideso
xitimidina é de 1.

EXEMPLO 3

Sintese de 1,2-Dimiristoilglicerofosfo-5'-(2*',3*-didesoxi)-
citidina

Preparacdo de 4-acetil-2' ,3'-didesoxicitidina

A uma solugdo agitada, refluxante de 2',3'-didesoxici-
tidina (DDC) (400 mg, 1,89 mmol) em etanol anidro (35 ml, se-
co primeiro com peneiro molecular 4x do tipo Lindy e destila-
do duas vezes em aparas de magnésio adicionou-se anidrido acé
tico (0,4 ml, 5,4 mmol). Durante o decurso de um periodo de
refluxo de 3 horas, adicionaram-se mais porg¢des de 0,4 ml de
anidrido acético a intervalos de 30 minutos. A reacgdo foi se
guida por cromatografia em camada fina (Silica gel F254, Ko-
dak chroma& gram, revelada com metanol a 10% em cloroférmio).
Apbs a adigdo final, a solugdo foi refluxada durante mais 1
hora, A mistura reaccional foi arrefecida e o solvente foi eva
porado sob pressdo diminuida. O residuo foi redissolvido em me
tanol @ 8% em clorofdérmio (5 ml) e cromatografado numa coluna
de silica-gel (2,2 cm x 3C cm, Kieselgel 60, malha de 7c-23C,
©M Science 6,45 g). A coluna foi eluida com metanol a 8% em
cloroférmio para produzir 4-acetil-2',3'-didesoxicitidina

(DDC-CAC) pura com rendimento de 80%.

Reaccdo de Acoplamento:

Um dia antes da reacgdo de acoplamentc dissolveu-se
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DMPA-H (preparado como anteriormente, 250 mg, C,42 mmol) em
ciclo-hexano (1lC ml) num baldo de fundo redondo (50 ml) e o
solvente foi evaporado sob pressdo reduzida & temperatura am
biente, ©ste processo foi repetido mais quatro vezes e o
DMPA-H foi ainda seco num forno de vdcuo a temperatura ambi-
ente durante a noite sobre P,O:. Sob drgon, a um baldo de
fundo redondo, de 50 wml, contendo DMPA-H seco, adicionou-se
(DbCc~0AC) seco (85 mg, 0,33 mmol, seco sobre ons scob vdcuo
durante @ noite) e cloreto 2,4,6-triisopropilbenzenossulfoni
Io (315 mg, 1,04 mmol) e piridina anidra (2 ml) por meio de
seringa de modo a obter-se uma solugdo limpida. A mistura
reaccional foi agitada a temperatura ambiente durante 18 ho-
ras, (A reacgdo foi seguida por cromatografia em camada fina),.
Adiconou-se dgua (1 ml) & mistura para destruir o castalisador
em excesso., O solvente foi evaporado sob pressdo reduzida pa-
ra produzir uma3 goma amarela gue foi redissolvida num pegueno
volume de metanol em clorofdrmio (1:9 em volume) e aplicada &
uma coluna de silica-gel (45 g, Kieselgel 60, EM Science). A
coluna foi coberta com uma pequena quantidade de areia (50C
mg) para evitar gque a amostra flutuasse durante a eluig¢do. A
ccluna foi elufda com metanol a 8% em cloroférmio (1,5 1).
Apbs uma pré-recolha ("forerun") (rejeitada), obteve-se entdo
dimiristoilfosfatidil-5*'-(2',3'-didesoxi)citidina (DMPA-DCC).
As fracgdes contendo o produto foram combinadas e o solvente
foi evaporado sob pressdo reduzida., 0 residuo foi ainda seco
com ciclo~-hexano para produzir DMPA-DCC-CAC puro (21C mg,
0,21 mmol, rendimento de 70%). Rf 0,40 (Si{ilica-gel GF, 20 x

x 2C cm, Analtech, cloroférmio:metanol:dgua:amoniaco 80:2C:

:1:1 em volume).

Desblogueamento com NH,CH 9N:

Dissolveu-se DDC-OAC-DMPA (40 mg, 0,C4 mmol) em cloro-
férmio:metanol (1:1, 2 ml) e adicionou-se de uma sdb vez NH , CH
9N (1C gotas). A solucgdo foli agitada & temperatura ambiente
durante 15 minutos e foi entdo rapidamente neutralizada com
4cido acético glacial até pH 7. A solugSo neutralizada fol eva

porada até & secura durante a noite sob press§o reduzida para

BAD ORIGINAL
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produzir dimiristoilfosfatidil-5'-(2*,3'-didesoxi)citidins
(DMPA-DDC, 35 mg, 0,037 mmol). Ponto de fus8o: DMPA-ddC de-
composto a 2409C, Na cromatografia, em camada, fina em placas
de silica-gel GF os valores de Rf foram: 0,11 (clorofédrmio:
:metanol:dgua:amoniaco 80:20:1:1); 0,38 (cloroférmio:metanol:
:amoniaco:dgua 70:30:3:2); 0,15 (cloroférmio:metanol:&gua 65:
:25:4); wdximo de absorcdc UV 273 nm ( 5,800),

RMN: (cpcL3)d ©,86 (6H, bt, acibCH3), 1,24 (40H, bs, acilo
CH2), 1,57 (4H, m,(daciloCH2), 2,28 (4H, m,® acilbCH2), 3,36
(2H, m, ribose 5'H), 3,94 (2H, bs, sn-3 CH2 glicerol), 4,19
(1, m, sn-1 CH2 glicerol), 4,29 (IH, m, sn-1 CH2 glicerol),
4,40 (1H, bs, ribose 4'H), 5,19 (1H, m, sn-2 CH glicerol),
5,89 (1H, m, timina 5-H), 7,44 (1H, bs, timina NH3), 7,94
(1H,. bs, timina NHZ)‘ A razdo da drea do pico de &cido fosfa
tidico para 2',3*-didesoxicitidina € de 1.

EXEMPLO 4

Sintese de (3*-Azido-3*'—desoxi)timidina-5'-difosfato-sn-3-

-(1,2-dipalmitoil)glicerol

Sintese de morfolidato de AZT-monofosfato:

Este composto foi sintetizado seguindo o método de
Agranoff e Suomi (21). C AZT-monofosfato foi convertido na
forma acidica por passagem de umad8 solucdo em dgua atravds de
uma coluna de Dowex 5Cw (50 x 2-200, malha de 1C0-200
Sigma Chemicals, St. Louis, Mo)., Uma solugSo de 117 mg de
AZT-monofosfato (0,3 milimoles) em 3 ml de dgua foi transfe-
rida para um baldo de fundo redondo de duas tubuladuras. Adi
cionaram-se os 3 ml de t-butanol e os 0,1C6 ml de morfolina
recém-destilada (1,20 milimoles) e a mistura foi colocada
num banho de &leo a 909C. Adicionaram-se gota a gota quatro
equivalentes de diciclo-hexilcarbodiimida (249 mg, 1,20 mili-
moles) em 4,5 ml de t-butanol. A reacgdo foi controlada por
cromatografia em camada fina em placas de sflica-gel 6c,
F254, (2. Merck Darmstadt) com clorofdérmio/metanocl/dcido acd-
tico/dgua (50/25/3/7 em volume) como solvente de revelacfo,

Verificou-se que & reacgdo estava completa apds 3 horas, A
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mistura foi arrefecida e apds adigdo de 4,5 ml de dgua foi
extraida quatro vezes com 15 ml de dter dietflico. A cama-
da aquosa foi evaporada até & secura e seca em vdcuo sobre
pzos. C produto foi obtido (199 mg, rendimento de 100%) e
usado para acoplamento @ dcido fosfatidico sem mais purifi-

cagdo.

Acoplamento de morfolidato de AZT-monofosfato a dcido dipal-

mitoilfosfatidico:

Kcido dipalmitoilfosfatidico, sal de dissédio, foi
convertido no d&cido livre por extracgdo do material em cloro
férmio, pelo método de Bligh e Dyer (34) usando HC1l 0,1 N co
mo fase aquosa. A camada de clorofdrmio foi evaporada até &
secura em vdcuo, o &cido fosfatidico (196 mg, 0,3 milimoles)
foi redissolvido em cloroférmio e transferido para o vaso con
tendo o morfolidato de AZT-monofosfato. Apds o clorofébrmio
ter sido removido em vdcuo usando um evaporador rotativo, a
mistura foi seca por adigdo e evaporagdo de benzeno e finamen
te seca em vdcuo sobre PZOS"A reacgdo foi iniciada por adi-
¢8o de 30 ml de piridina anidra e a mistura limpida foi agita
da @ temperatura ambiente., A reacgdo foi controlada com croma
tografia em camada f£ina, como se referiu anteriormente, com
clorofdérmio/metancl/amoniaco/dgua (70/38/8/2 em volume) como
solvente de revelagio. C Rf de dcido fosfatidico, morfolidato
de AZT-monofosfato e AZT-difosfato dipalmitoilglicerol & de
¢c,1l1, ¢,50 e C,30, respectivamente.

Apbds 70 horas, a piridina foi evaporada e o produto
foi extraido em clorofdrmio apds adigSo de 15 ml de &gua, 30
ml de metanol, 22 ml de clorofdbrmio e 4cido férmico 1 N sufi-
ciente para ajustar o pH a 4,0. As camadas de clorofdrmio com
binadas, apds duas extracgdes, foram evaporadas atd 3 secura,
o residuo foi dissolvido em cloroférmio/metanol/amoniaco/dgua,
70/38/8/2, e o produto foi purificado por cromatografia em co
Iuna de silica-gel neste solvente, aplicando uma press8o de
ar equivalente & um metro de dgua, As fracg¢des ndo completa-
mente puras foram ainda purificadas por HPIC numa coluna de

fase inversa (Vydac C18) usando dgua/metanol (8/2 em volume)
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e metanol como eluentes, As fracg¢gdes contendo o produto dese
jado foram evaporadas até a secura para dar 132 mg de um sé-
lido branco (rendimento de 44%) que deu uma Unica mancha por
cromatografia em camada fina com placas de silica-gel g reve
ladas com clorofdérmio/metanol/amoniaco/dgua, 70/38/8/2 (Rf
0,35) e clorofdérmio/metanol/dgua, 65/35/4 (Rf 0,54).

500 MHz RMN (CDC1,)d8 0,88 (3H, t, J = 6,93 Hz, sn-2-acilo
CH3), 0,92 (3H, t, J = 7,48 Hz, cadeia de sn-l-acilo CH3),
1,25 (48H, s, CH, cadeias de acilo), 1,55 (4H, bs,(BCHé ca-
deias de acilo) 1,83 (3H, s, CH, timina), 2,25 (2H, t, J =

= 6,97 Hz, 2H, alfa CHz cadeia do sn~2-acilo), 2,27 (2H, t,

J = 7,79 Hz,Ot’.CH2 cadeia de sn-l-acilo), 2,44 (4H, bs, 2' e
5* H ribose), 3,78 (1H, 44, J = 1,68, 5,51 Hz, 3'H ribose),
3,95 (2H, bs, sn-3 CH2 glicerol), 4,07 (1H, bs, He/Ha sn-1
CH2 glicerol), 4,13 (1H, bs, 1lH, sn-2 CH glicerol), 4,36 (1HE,
bs, Ha/He sn-1 CH2 glicerol), 5,21 (1H, bs, sn-2 CH glicerol),
5,66 (1H, bs, 1'H ribose), 7,14 (1H, d, J = 6,25 Hz, 6H timi-
na), A razdo de cadeias de acilo:glicerol:ribose:timina, dedu
zida a partir de ressondncias apropriadas correspondia a 2,12:
:0,93:C,98:1,00., IV (KBr, disco) mostrou 2105 (azido), 1745
(c=0 éster) e 1705 (c=0 timina) como bandas identificdveis.

EXEMPLO 5
Sintese de um diacilfosfato de nucledsido antiviral

A di-hexadecilfosfo-5'-didesoxicitidina € sintetizada
de acordo com o método descrito no Exemplo 1, com excepcdo
dos reagentes serem didesoxicitidina e hidrogenofosfato de di-
~-hexadecilo. O material de partida hidrogenofosfato de di-hexa
decilo € sintetizado & partir de hexadecano-l-ol e fosforodi-
cloridrato de fenilo como foi primeiro revelado por D. A. Bro-
wn, et al, (32).

ZXEMPLC 6

Sintese de didesoxiadenosina difosfato ceramida: um fosfonu-

cledsido antiviral

0 método do Exemplo 2 ¢ repetido com excepcSo de se su
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bstituir morfolidato de monofosfato de didesoxicitidina por
morfolidato de monofosfato de didesoxiadenosina. O dcido ce
ramida-fosférico € preparado por ac¢fo de oxicloreto de fés
foro em ceramida., C &cido dimiristoilfosfatidico € substi-

tuido por dcido ceramidafosfdérico., Obtém-se resultados seme

lhantes.
EXEMPLO 7

Sintese de l-O-estearoilglicero-rac-3-fosfo-5'-(3*'-desoxi-3-

—azido)timidina:

Misturaram-se l-O-estearoil-rac-3-glicerol seco (&1-
cool batilico, 250 mg), sal de s&dio de monofosfato de 3' -
-8zido-3'-desoxitimidina (0,725 g) e cloreto de 2,4,6-triiso
propilbenzenossulfonilo (TPS, 1,219 g) em piridina seca e
agitaram-se durante a noite sob azoto, Adicionou-se clorofér
mio (50 ml) e a mistura reaccional foi lavada duas vezes com
HCl C,2 N frio e bicarbonato de sédio 0,2 N. A fase orgénica
foi removida em vdcuo com um evaporador rotativo e o produto
foi cristalizado @ -20°C em 20 ml de cloroférmio/acetona (12:
:8 em volume). A purificacdo f£inal do composto foi feita por
cromatografia preparativa em camada fina usando microcamadas
50C de sflica-gel G reveladas com cloroférmio/metanol/amonia

co concentrado/dgua (70/30/1/1 em volume).

Nas sinteses anteriocres, os espectros de RVMN de pro-
t§o foram obtidos com espectrdmetro General Zlectric Q= -3Co,
usando tetrametilsilano como padr§o interno (chave=s=singule-
to, d=cdupleto, t=tripleto, g=guarteto, dd-duvleto de dupletos,
b=largo), cs espectros de UV foram registados num espectrofo-
témetro Shimadzu UV-160., Cs espectros de massa de bombardea-—
mento atémico rdpido foram determinados pelo Laboratdrio do
Servigo de Zspectrometria de Massa da Universidade de Minneso
ta, As andlises elementares foram determinadas por Galbraith
Laboratories, Knoxville, TN. e Schawarzkopf Microanalytical L3
boratory, N.Y. Os pontos de fusdo foram obtidcs com um apare-
lho de fusdo de Fisher-Johns. A cromatografia em coluna foi
realizada em silica-gel 60 da Merck (malha de 70-23C). Cs va-

lores de Rf foram obtidos em placas pré-revestidas de Kiesel-
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gel 60 HPTIC Merck, 10 x 10 cm. A piridina anidra, o cloreto

de 2,4,6-triisopropilbenzencssulfonilo (TPS) e a 3*-azido-3*'-
-desoxitimidina (AZT) foram adquiridos na Aldrich, 0 4cido di
miristoilfosfatidico, sal dissddico, foi adguirido em Avanti:
0 dlcool batilico foi obtido na Sigma Chemical, St. Louis,

Missouri.
ZXEMPLO 8

Preparagd@o de Lipossomas contendo Liponucledtidos Antiretrovi
rais

Misturaram-se 6,42 micromoles de dioleoilfosfatidilco-~
Iina, 3,85 micromoles de colesterol, 1,28 micromoles de dio-
lecoilfosfatidilglicerol e 1,28 micromoles de dimiristoilfosfa
tidil-@zidotimidina num frasco de vidro estéril, de 2,0 ml, e
removeu-se o solvente em vdcuo num evaporador rotativo. Em al
gumas experiéncias & dimiristoilfosfatidilazidotimidina foi
substituida por dimiristoilfosfatidildidesoxitimidina, dimi-
ristoilfosfatidildidesoxicitidina ou azidotimidina difosfato
dimiristoilglicerol; os lipossomas de controlo foram prepara-—
dos omitindo o lipenucledtido antiviral., A pelicula foi colo-
cada sob alto vdcuo durante & noite & temperatura ambiente ra
ra remover vestigios de solvente. A pelicula de lipido foi hi
dratada a 3C°C com 0,3 ml de tamp8o de acetato de s&dio estd-
ril 10 mM (pH 5,0) contendo dextrose isotdnica e a ampola foi
selada, A mistura foi submetida & vortex intermitentemente cdu
rante 10 minutos seguida por sujeic8o a tratamento com ultras
sons ("sonication") usando um aparelho (“"sonicator") Heat Sys
tems Ultrasonics com um gerador d carpiula (431B) com ajustamen
to de controlo de saida de 49 durante 90 a 12C minutos, altu-
ra em gque a amostra estd clarificada. =sta preparagdo Submet i
da @ tratamento com ultrassons foi diluida com tampS8o RDMI es
téril e adicionada 3s cavidades com cultura de tecido na con-

centracdo indicada,

i
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Acoplamento de anticorpos monoclonais para CD4 a um liposso
ma contendo lipido antiviral

z

A dimiristoilfosfatidil-AZT & produzida pelo método
do Exemplo 1, dimiristoilfosfatidilcolina, colesterol e dimi
ristoilfosfatidiletanolamina numa razdo molar de 39:39:20:2
200 mg desta mistura de lipidos foi seca in vacuo usando um
evaporador rotativo para formar uma pelicula fina num balfo
de fundo redondo de 100 ml, Adicionou-se 1 ml de solugdo sa-
lina estéril, tamponada com fosfato, e a mistura foi agitada
suavemente a8 202 durante 20 minutos seguindo-se de 7 ciclos
de 30 segundos de sujeigdo a vortex para formar lipossomas
multilamelares, A suspensdo foi submetida a 5 ciclos de ex-
trusfo através de dois filtros de policarbonato Nucleopore
empilhados possuindo didmetros de poro de 200 nm, para produ
zir umd populagdo lipossdémica homogénea. Podem ser usados mé
todos, tais como tratamento com ultrassons, evaporagdo em fa
se inversa e o uso de uma prensa Francesa ou de Microfluidi-
ficador (Microfluidics, Newton, Massachusetts), 1 a 2 mg de
anticorpos monoclonais CKT4a antigénio CD4 s§o tiolados por
incubagdo com 3-(2-piridilditio)propionato de N-succinimidi-
lo (sPDP) 0,C8 mM. C SPDP ndo tratado é removido por filtra-
¢do em gel através de Sephadex G25, A protefna DTP carente &
reduzida com diotiotreitol 0,05 M em solugdo salina tampona-
da com acetato 0,1 M 8 oH 4,5 durante 2C minutos, produzindo

anticorpo tiolado reduzido.

Os lipossomas produzidos pelo método do Zxemplo 5, re
presentando 5 micrcmoles de fosfolipido s8o incubados duran-
te a noite a temperatura ambiente com 1 mg de anticorpo tio-
lado em ©,2C ml de tamp§o isotdnico M=S/HEZPZS, pH 6,7. Os
imunolipcssomas resultantes sdo purificados pelo método do
gradiente descontinuo de metrizimida de Heatn, et al., (33) e

esterilizados por passagem atravéds de filtros de 200 nm.

A
BAD ORIGINAL
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EXEMPLO 10

Inibigdo da Replicagdo de HIV em células de Cultura de Teci-

do por Conjugados de Nucledbsidos lipidos
A, METCDOS

Infecgcdo Viral de Células-T Humanas:

A linha de c€lulas linfoblastdide T humana, CCRG-CEM
(daqui em diante designada por C=M) foi feita crescer em meio
RPMI 1640 contendo 100 U/ml de penicilina G, l0Oug/ml de es-
treptomicina, glutamina 2 mM e 10% de soro bovino fetal (Hy-
clone Laboratories, Logan, Utah). As cdlulas foram infectadas
com a estirpe LAV-I (L, Montagnier, Paris, Franga) a uma mul-
tiplicidade de infecgdo de uma dose 50% infecciosa de cultura
de tecido &CIDSO)/célula durante 6C minutos a 372C em meio
contendo 1% de polibreno. As células (EM foram infectadas em
suspensdo a 6 x lO4 células/ml, lavadas trés vezes por centri
fugagdo e ressuspens§o e depois distribuidas em placas de 96
cavidades a 6 x 10° células/cavidade antes da adicSo de meio
contendo as drogas lipossémicas de liponucledtido anti-retro-

viral.

Actividade Antiviral determinada por Ensaio de HIV p24:

A actividade antiviral foi ensaiada apébs 3 dias pela
inibi¢do da produgdo de antigénio HIV p24 (gag) no meio de cul
tura isento de células das células infectadas, exposto a dife-
rentes concentragdes de droga; o antigénio p24 foi medido por
ZLISA (Abbott Laboratories, Chicago, IL) de acordo com as ins-
trucgdes dos fabricantes. Os valores sfo a média de duas deter
minag8es e estdo expressos como percentagem de um controlo in-

cubado na auséncia de drogas,
B. ECxperiéncias H533-1: Figura 1

Os lipossomas contendo 1C moles por cento de dimiris-
toilfosfatidilazidotimidina (LN1l), dimiristoilfosfatidildide-
soxitimidina (LN2) ou azidotimidina difosfato dimiristoilgli-
cerol (LN4) nas concentracdes indicadas foram testados guanto

a8 sua capacidade para inibir a replicac@o de HIV em cdlulas
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CEM (Tipo selvagem in vitro. Todos estes trés liponucleébti-
dos anti-retrovirais inibiram a produgdo de HIV p24; as quan
tidades de droga necessdrias para reduzir a producdo de vi-

rus em 50% (Z.D, 50) foram as seguintes:

Fosfatidilazidotimidina (LN1) 2 JM
Fosfatidildidesoxitimidina (LN2) 30 M
AZT difosfato dimiristoilglicerol (LN4) 8 M

Isto demonstra que os derivados lipidos de nucledtidos
anti-retrovirais podem entrar nas células C:EM e ser converti-
dos em nucledsido activo como se tinha previsto., Os liposso-
mas de controlo (CCNT) gque nSo continham qualgquer nucledtido
anti-retroviral nfo tiveram efeito na producfo de p24 pelas

células CEM.
o Experiéncia H747-19: Figura 2

A dimiristoilfosfatidilazidotimidina em lipossomas
(LN1) foi comparada com azidotimidina livre (N1). A baixas
concentragdes, abaixo de 0,1l uM a AZT livre foi mais eficaz
do que o liponucledtido, A concentragdes variando entre 2 e
170}LM os lipossomas de fosfatidilAZT foram mais eficazes do
gue & AZT livre, Os lipossomas de controlo (CCONT) contendo so
mente lipidcs inactivos, como se mencionou nos métodos, foram
ineficazes na redugfo de p24.
D, Experiéncia H747-1b: Figura 3

A didesoxitimidina (N2) € um inibidor fraco da produ-
¢do de HIV p24, Surpreendentemente, a fosfatidildidesoxitimi-
dina (LN2) &€ de certo modo ma2is eficaz do que o nucledsido 1i
vre. Como se pode ver nos grdficos é necessdrio ligeiramente
mais ddT livre para reduzir a produgdo de p24 do que com fos-
tatidildidesoxitimidina. Cs lipossomas de controlo (CONT) a
uma& concentracgdo total de fosfolipido condizente ndo +t&m efei

to.
E. zZxperiéncia H637-1b: Fiqura 4

Nesta experiéncia, as células C=M foram substituidas

BAD ORIGINAL |
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por células mutantes (fornecidas por Dr, Dennis Carson, Scrip
ps Clinic, San Diego, CA) que ndo tém a enzima timidina-guina
se (C=MtK). Estas cflulas nfo sfo capazes de fosforilar deri
vados de timidina e & AZT € portanto inactiva uma vez que ndo
pode ser convertida no derivado trifosfato activo gue & neces
sdrio para inibir a replicac8o de HIV p24, Como se mostra nos
grédficos, a AZT (N1) € ccmpletamente sem efeito na produgfo
p24 numa grande gama de concentragdes (0,2 a8 100 MUM), Contudo
tanto @ fosfatidilAZT (LN1l) como a fosfatidilddT (LN2) foram
capazes de reduzir a produgdo de p24, desde que estes compos-
tos fossem metabolizados na célula a monofosfato de nucledsi-
do que pode ser ainda activado para trifosfato por outras en-
zimas celulares., Estes dados proporcionam a prova do princi-
plos delineados na patente que prevé o matabolismo directo pa

ra o monofosfato de nucleédsido.
F. Zxperiéncia H805-1: Figura 5

Nesta experiéncia a dimiristoilfosfatidildidesoxiciti-
dina (LN3) e dimiristoildidesoxitimidina (LN2) foram compara-
das com os efeitos de AZT livre (N2) e didesoxicitidina (N3)
em células CEZM (tipo selvagem) in vitro. A fosfatidilddC foi
o liponucledtido mais potente (EDSO 1,1 M) e a fosfatidildadT
50 20 MM), Os

lipossomas livres sem nucleétido anti-retroviral (CCNT) adi-

foi menos activo como se viu anteriormente (ED

cionado foram inactivos.
G. Experiéncia 1276:

Nesta experiéncia,a protecgfo antiviral proporcionada
pela pré-incubacdo com dimiristoilfosfatidilazidotimidina
(LN1) em lipossomas preparados como Se mencionou acima foi
comparada com a da azidotimidina livre (N1). As cdlulas CIM
(tipo selvagem) foram pré-incubadas durante 3 dias sch condi-
¢8es padrdo em meios RPMI contendo 7,14 MM de AZT livre (N1)
ou de fesfatidilIAZT (LN1l). As células foram ent8o lavadas du-
as vezes com PB3 e a@dicionaram-se meios RPMI frescos. Cada
grupo de células foi ent8o dividido em trés lotes., Um lote

foi imediatamente infectado com HIV, como se viu acima; apébs
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remogdo por lavagem do HIV ndo ligado, a amostra foi deixada
incubar em meios sbézinhos durante 3 dias, Deixaram-se incu-

bar dois outros lotes em meios sdézinhos durante 24 ou 48 ho-
ras para permitir gque qualguer agente antiviral intracelular
ficasse esgotado. Em seguida, eles foram infectados com HIV,
as células foram isentas do virus, por lavagem, e adicicna-

ram-se meios RPMI frescos, Apds 3 dias de mais incubacfo, os
sobrenadantes de todos os lotes foram testados relativamente

4 presencga de proteina p24.

C€lulas de controlo: Células CEM foram sujeitas a infeccdo

por HIV sem pré-incubacgdo; a droga foi adicionada a seguir a
infecgdo com HIV como indicado e as células foram incubadas
durante 3 dias.

Células pré-incubadas: Celulas CEM foram pré-incubadas duran-

te 3 dias com meios contendo AZT (N1l) ou fosfatidilAZT (LN1):;

apbds 3 dias as células foram lavadas, sujeitas a infecgdo por

HIV seguida de adigdo de meios sem drogas, Apds mais uma incu
bac§o durante 3 dias, mediu-se o p24.

Resultados: p24: ng/ml
apbds 3 dias de
Controlos de CEM: Sem Pré-incubac8o jncubacdo
apenas infecgdo com HIV 204; 207
HIV + azidotimidina 7,l4lﬁM (¥1) 64; 69
HIV + FosfatidilazT 7,14 /,,m (1LN1) 16; 16
p24: ng/ml
Intervalo de Pré- apbs 3 dias
Células Pre-Incubadas -infecgdo sem Drogs de incubacdo
Azidotimidina 7,14 /HT(Nl) 24 h 404 ; 433
48 h 271; 245
FrosfatidilaAzT 7,14/ﬂM (1N1) 24 h 6 7
48 h 4; 15



£r

~-56 -

Apbés uma pré-incubagdo de 3 dias, sequida por 48 ho-
ras de incubagdo em meios normais apds remocgdo das drogas,
@ fosfatidilAZT proporcionou uma protecgdo completa contra
a replicagdo de HIV como determinado pela producdo reduzida
de p24. Contudo, a pré-incubagdo com AZT falhou na proteccio
das células contra a infecgfo por HIV 24 e 48 horas apds a

remogao da droga,
H. Experiéncia J45:

Nesta experiéncia o composto do Exemplo 7 (1l-O-estea-
roilglicero-rac-3-fosfo-5'-(3*'-desoxi-3'-azido)timidina) foi
incorporado em lipossomas contendo 10 moles por cento do li-
ponucledtido como indicado no Exemplo 8. Sste material foi
diluido com meio RPMI até & concentracfo desejada e adiciona
do a8 células HT4-6C (células CD4+Hela) obtidas de Dr. Bruce
Chesbro dos Rocky Mountain National Laboratories (Hamilton,
Montana) que tinham sido infectadas com LAV-1 como se mostrou
anteriormente neste exemplo. Apds uma incubagdo de 3 dias a
37¢ec, as células foram lavadas com PBS, fixadas e coradas com
violeta de cristal e as placas foram contadés. Os resultados

sdo apresentados abaixo,

Concentracdo de Placas, % de controlo ndo
Liponucledtido Meédia tratado
10 pM 1 2
3,16 7 13
1,0 16 29
0,316 32 58
C,1lco 39 71
00,0316 43 78
O 57 -

Cs dados mostram que a l-C-estearcil-rac-3-fosfo-5"'-
-(3'-desoxi-3'-azido)timidina & eficaz na inibicdo da forma-
¢do de placas de HIV em células HT4-6C infectadas com LAV-1,
A concentragdo necessdria para produzir uma inibicdo de 5C%

é de cerca de 0,35 micromolar,
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XEMPLO 11

19

Isolado emperelledo FIV: Sensibilidade Antiviral I’C°5oyuM? Ensaio
de Redugdo de placas em HT4-6C

Métodos: as células HT4-6C (cdlulas CD4+ Hela) foram obtidas
do Dr, Bruce Chesebro, Rocky Mountain National Laboratories,
Hamilton, MT'), e infectadas com isolados de HIV como sSe mos-
trou no Exemplo 10, Apds uma incubacg8o de 3 dias as cdlulas
foram lavadas fixadas e coradas com violeta de cristal e as
placas foram contadas, As amostras clinicas de HIV foram iso
ladas antes da terapia com AZT (Pre) e 6 @ 12 meses apds o
tratamento com AZT (Post), (Richman, D.D., Larder, B., e Dar
by, G., Manuscrito submetido a publicag¢8o, 1989)., Usando o
ensaio de redugdo de placas em HT4-6C, determinocu-se a sensi
bilidade dos isolados clinicos emparelhedos usando AZT, fosfatidil-
AZT ou fosfatidildar,

JISOLATO AZT p-AZT pddT
Acl2

Pre (G762-3) 0,01 c,53 4,2
Post (G691-2) 2 c,37 6,6
ACl8

Pre (H112-~2) 0,01 0,47 7,4
Post (G9l0-6) 4 0,59 6,3
AQ36

pre (G174 -6c) C,C07 c,42 7,4
Post (G704-2) 5,6 0,59 4,2
PCPC22

Pre (H112-5) c,C3 0,47 4,2
Post (G780-1) 5,6 1,05 6,6
PCP026

Pre (H112-6) 0,01 0,33 6,6

Post (G890-1) 2,8 0,74
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Abreviaturas: pAZT, fosfatidilazidotimidina

pddT, fosfatidildidesoxitimidina

Apbés o tratamento com AZT, todos os 5 isolados mostra
ram umd@ diminuigdo significativa na sensibilidade a AZT. Nﬁg
se observou que isto ocorresse com pAZT e pddT, indicando que
os isolados post-AZT retinham o seu nivel de sensibilidade
usual para o nuclebsido anti-retroviral administrado na forma
de novos derivados fosfolipidos.

EXEMPLO 12

Sintese de Fosfatidilaciclovir e eficdcia em c€lulas WI-38 In

fectadas com virus Herpes Simplex

Obteve-se dcido dimiristoilfosfatidico (sal dissbédico)
em Avanti Polar Lipids, Birmingham, AL e converteu-se no dci-
do livre (DMA-H) como se descreveu anteriormente no Exemplo 1.
A acicloguanosina (aciclovir, Zovirax(:)) foi obtida na Sigma
Chemical Co., St. Louis, MC e secaram-se 73 mg (0,32 mmol) du
rante a noite em pentéxido de fésforo num forno de vdcuo. Adi
cionaram-se 250 mg de DMPA-H (0,42 mmol) @ um baldo de fundo
redondo de 50 ml e secaram-se durante a noite em pentdéxido de
fésforo num forno de vdcuo. Sob drgon seco, adicionaram-se a
um baldo de fundo redondo 73 mg de acicloguanosina, 315 mg
(1,04 mmol) de cloreto de triisopropilbenzenossulfonilc (Al-
drich, Milwaukee, WI) e 2 ml de piridina seca (Aldrich, Mil-
waukee, WI). A mistura reaccional foi agitada a temperatura
ambiente durante 18 horas seguindo-se a adicg¢do de 1 ml de dgua

destilada,

0 solvente foi evaporado em vdcuo para produzir uma go
ma amarela qgue fci dissolvida num pequeno volume de clorof ér-
mio/metancl (9/1) e aplicada & uma coluna de silica-gel (45 g:
Kieselgel 60, EM Science, Cherry ¥ill, JMN). A coluna foi elui-
da com metanol & 8% em clorofdrmio (5C0 ml), metanol a 1C% em
cloreférmio (25C ml) seguido por metanol & 15% em cloroférmio
(1,5 1). Apbs uma pré-recolha de 1,5 litro (rejeitada) obteve-
-se dimiristoilfosfatidilcicloguanosina (pACV). Recolheram-se

e analisaram-se trés fracgdes: fracgdo 1 (200 ml, 130 mg de
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pACV) continha pACV pura; fracgdo 2 (200 ml, 150 mg) e frac
cf8oc 3 (200 ml, 5C mg) continham pACV e pequenas quantidades
de material de partida como impurezas, A fracgdo 1 foi con-
centrada em vdcuo e adicionaram-se 5 ml de ciclo-hexano ao

resfduo; a solucfo foi congelada e liofilizada até a secura
sob pentéxido de f£ésforo para produzir fosfatidilaciclogua-

nosina pura (80 mg, C,1 mmol).

O composto purificado deu uma tinica mancha com um Rf
de 0,29 guando aplicado a placas de sflica-gel KGG (whatman
International, Maidstone, Inglaterra) reve ladas com cloro-
férmio/metanol/dgua/amoniaco (70/30/1 em volume)., A absor-
c9o em UV foi mdxima & 256 nm (coeficiente de extingdo =
= 8,4
(tedrica 3,89%) e o ponto de fus8o foi de 245°C, A andlise

de HPIC, a fosfatidilacicloguanosina deu um Unico pico com

= 8,4 X 103 em CHCIB). A percentagem de f&sforo foi de 3,30%.

um tempo de reteng@o de 11 minutos (Spheri-5; Brownlee Labs,
Applied Biosystems, Santa Clara, CA) quando elufda com uma
fase mbvel de l-propanol/fosfato de potdssio 0,25 mM/hexano/
/etanol/dcido acético (245/179/31/50/0,5 em volume) & um cau
dal de 0,5 ml/mn.

Culturas de C€lulas

Cbtiveram-se Wi-38 na American Type Culture Collection
(Rockville, Maryland 20852) e fizeram-se crescer em meio es-
sencial minimo de (DMZM) com 1l0% de soro de vitelo fetal
(FCS). As células foram feitas crescer em frascos de 250 cm
quadrados até alcancarem a confluéncia,
virus

Cbtiveram-se virus de herpes Simplex (HSV) tipo 1 (ESV
-1) e tipo 2 (HSV-2) na American Type Culture Collection, Am-
bos os "stoks" de virus foram preparados em células Wi-38;
observaram-se efeitos citopdticos extensivos (CPD) quando o
"stock" de virus foi colhido com um simples congelamento e des
congelamento e os residuos celulares foram clarificados por

centrifugacdo de baixa velocidade (20CO Rpm). Cs fluidos sobre

. . . - £
nadantes que continham o virus foram divididos em aliquotas em
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e HSV-2 foram titulados em células Wi-38 antes de utilizacdo

nas experiéncias,

Tnsaio de Reducdo de placas de Virus Herpes Simplex

O ensaio de redugdo de placas foi usado para medir o
efeito antiviral de fosfatidilaciclovir ou ACV livre, As cé-
lulas Wi-38 foram tripsinizadas com tripsina a 0,25% durante
5 mn. As células foram colhidas e centrifugadas para remover
tripsina residual e a pelota de cé€lulas foi ressuspensa em
DMEM com 10% de FCS., As cé€lulas Wi-38 foram preparadas em 138
minas numa l&mina de 96 cavidades (5 x 10 células/cavidade)
durante uma hora. As cé€lulas infectadas foram entdo tratadas
com fosfatidilaciclovir ou ACV,. Os agentes antivirais foram
preparados em solugdes de "stock" que foram depois diluidas
duas vezes com 2% de FBS em DMEM, Contendo 0,5% de metil ce-
lulcse. Adicionaram-se 100 1 de cada agente antiviral dilui

do a cada cavidade de células infectadas com HSV,

As culturas de controlo e de células tratadas com a
droga foram incubadas numa incubadora a 372C com 5% de diéxi
do de carbono durante 24 horas, Quando as c2lulas infectadas
com HSV (controlo sem agente antiviral) apresentaram um nﬁmg
ro de placas legivel, a8 l8mina inteira foi fixada com meta-
nol e corada com violeta de cristal a 1% durante 10 mn, O co
rante foi retirado por lavagem com dgua da torneira e a lémi
na foi seca e as placas contadas, C efeito antiviral de ACV
ou fosfatidilaciclovir foi determinado por medigdo da reducdo

de placa como se mostra no exemplo abaixo,

nesultados: =feito de Aciclovir e de Fosfatidilaciclovir na

formac8o de Placas vor HSV-1 em Células WI-38

conc. de Aciclovir 1 2 média % Sem droga
10 PN ) o 0 O
5 @) C C C
2,5 0 0 0 o
BAD ORIGINAL
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Conc. de Aciclovir 1 2 média % Sem droga
1,25 4 3 3,5 13
0,625 8 6 7 26
0,31 17 19 20 65
0,155 18 22 20 73
0 20;30 30:30 27,5 100
FosfatidilAcv 1 2 média % Sem droga
214 pM téxico téxico - -
107 (@] o) O 0]
54 0 0 0 0
27 2 3 2,5 9
13,4 4 6 5 18
6,7 6 9 7,5 27
3,3 10 12 11 40
1,67 17 20 18,5 67
0,84 24 26 25 91
0 20;30 30:30 27,5 100

Os resultados apresentados acima indicam que o fosfa-
tidilaciclovir € eficaz em células Wi-38 infectadas com HSV-
-1, A concentracdo que produz uma inibic¢8o de 50% é de 2 UM
contra C,4 UM para o aciclovir, Cbtiveram-se resultados seme

lhantes com H3V-2 em células Wi-38 infectadas,.

EXEMPLO 13

sintese de 5'-palmitoil(3'-desoxi-3'-azido)timidina

Dissolveram-se C,5 gramas de AZT (1,87 mmol) em 10 ml
de cloroférmio seco e 2 ml de piridina seca, ©,78 gramas
(2,8 mmol) de cloreto de palmitoilo (Aldrich Chemicals, Mil-
waukee WI) dissoclvidos em 5 ml de clorofdérmio seco foram adi
cicnados lentamente durante um periodo de 2C minutos a 49C e
a mistura reaccional foi deixada aguecer a temperatura ambi-

ente com agitacgfo, Apbs 2C horas, a reacgdo foi interrompida

r
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com a adicf&o de 8 ml de 4gua destilada e adicionaram-se 38
ml de cloroférmio/metanol/HCl C,5 N (1/2/C,8 em volume)., As
fases foram separadas pela adigdo de 10 ml de clorofdrmio e
8 ml de EC1 0,5 N, A fase orgdnica contendo o composto reque
rido foi ainda lavada com bicarbonato de sé&dio 0,5 N. A fase
de cloroférmio inferior foi seca em sulfato de s&dio anidro
e evaporada sob vdcuo. O composto foi cristalizado em cloro-
férmio/acetona a -20°C, Obteve-se uma purificac¢do adicional
por cromatografia em coluna com dcido silfcico e obtiveram-
-se 145 mg de 5'-palmitoil(3*'-azido-3'-desoxi)timidina (ren-
dimento de 15,3%). Andlise elementar:r C 61,59, H 8,5, N 13,8
e O 15,8;-Encontrada C 60,74, H 8,6, N 13,5 e 0 17,9. Rf em
placas de silica-gel G cromatografia em camada fina: 0,92
(cloroférmiof/metanol/amoniaco/dgua, 70/30/1/1); 0,83 (hexa-
no/éter etilico/dcido acético, 80/20/1) e 0,86 (clorofdrmio/
/acetona, 94/6), p.f. T7-80°C. "Vmax 265.

Eficdcia de PalmitoilAZT em células ET4-6C Infectadas com
BEIV

A palmitoilAZT foi incorporada em lipossomas como se
referiu nc Exemplo 8 e incukada com células HT4-6c infectadas
com LAV-1 como se referiu nos Ixemplos 10 e 11, A valmitoil-
AZT ©,8 UM inibiu a formagfo de placas em 25% (134 placas ver

sus 176 no controlo n8o tratado).

Deverd ser evidente do que se expds gue se podem usar
outros andlogos de nucledsido e seus derivados fosfolipido
nos Zxemples para obter resultados semelhantes., C AZT-monofos
rato cu cutro fosfato de nucledbsido antiviral pode tambdm es-
tar contido ncs compartimentos aguosos dos lipossomas. A per-—
centagem molar do nucledésido antiviral lipido pode variar de
C,1 a 1cCe! d8 mistura total de lipidos., Al14dm disso as mistu-—
ras de lipidos nucledbsido antiviral vodem s2r usadas na cons-
trugdo dos lipossomas para terapia de doengas virais, Deve
ser ainda sublinhado que o presente invento n8o se limita ao
uso de cqualquer andlogo de nucledsido antiviral varticular;

em vez disso, os resultados bendficos do presente invento de-

.
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rivam da formagdo de lipossomas dos derivados lipidos destes
materiais. Assim, independentemente do facto de um nuclebsi-
do antiviral ser presentemente conhecido ou vir a ser conhe-
cido no futuro, os mdtodos de formagdo dos seus derivados 11
pidos presentemente contemplados s&o baseados em técnicas qui
micas estabelecidas e a8 sua incorporacg¢do em lipossomas é lar-
gamente permitida pela revelagdoc anterior, Deve ser de novo
sublinhado gque as presentes sinteses s8o largamente aplicd-
veis a formacgdo de compostos a partir de essencialmente todos
os andlogos de nuclebsido para uso na prdtica do presente in-

vento.

Assim, o invento pode ser concretizado noutras formas
especificas sem se afastar do seu espirito ou caracteristicas
essenciais,., As concretizagdes descritas devem ser considera-
das 'apenas como .-titulo ilustrativo: e ndo restrictivo e o
&4mbito do invento &, portanto indicado pelas reivindicagdes
anexas e ndo pela descrigdo anterior. Todas as modificagdes
gue caiem no significado e alcance da equivaléncia legal das

reivindicagBes deverdo ser abrangides no seu &mbito,
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REIVINDICAGCTZES
12, - Processo para sintetizar um derivado lipido de um nu-

cledsido antiviral, compreendendo:

um andlogo de nucledsido possuindo uma porg3o base compreen
dendo uma purina ou pirimidina ou seu analogo e uma porg¢io agucar
compreendendo um residuo pentose, onde pelo menos uma das referi
das porgdes é um componente nucledsido que n3o ocorre naturalmen

te; e

uma porcgso lipido ligada ao referido residuo pentose;

4 com a condig3o do referido composto estar na forma de um 1li-

possoma quando o referido residuo pentose é arabinofuranose e a

referida porg3o base é citosina ou adenina,

caracterizado por compreender o passo de reagir um nucledsido an-
tiviral, possuindo um grupo hidroxilo na ribose, com um fosfoli-
pido na presencga de um reagenrte de acoplamento, pelo que o refe-
rido nucledsido é ligado ao referido fosfolipido por uma ligagso

fosfato na posig3o do referido grupo hidroxilo na ribose.

22, - Processo de acordo com a reivindicag3do 1, caracteriza
do por o fosfolipidc ser um diacilfosfato.

32, - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracteriza
do por o referido fosfolipido ser um acido fosfatidico.

42, - Processo de acordo com a reivindicag3do 1, caracteriza

do por o referido fosfolipido ser uma ceramida.

5%, - Processo de acordo com a reivindicag3o 1, caracteriza
do por o referido componente nucledsido gue niao ocorre'naturalmeg
te ser um analogo de uma base que ocorre raturalmente ou rentose

em virtude de substituigdo, delecgZo ou recolocacgso.

62, - Processo de acordo com a reivindicag3o 1, caracteriza
do por o referido residuo pentecse ser um derivado 2',3'-didesoxi,
2',3'-didesidro, azido ou halo de ribose ou um fragmento acicli-

co hidroxilado de ribose.

72, - Processo de acordo com a reivirndicagdo 6, caracte-
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rizado por o referido residuo de pentose ser uma 2',3'-dide-
soxirribose, e o referido andlogo de nucleésido ser 2',3'-di
descxicitidina; 2',3'-didesoxitimidina; 2',3'-didesoxiguano-
sina; 2',3'-didesoxiadenosina; 2',3'-didesoxi-inosina; ou 2,

6-diaminopurina; 2',3'-didesoxirribosido,

8 - Processo de acordo com & reivindicagdo 6, caracte
rizado, por o referido residuo de pentose ser uma 2*,3'-dide
sidrorribose e por o referido nucledsido ser 2',3'-didesidro
timidina; 2',3'-didesidrocitidina carbociclica; ou 2',3'-di-

desidroguanosina,

9 - Processo de acordo com a reivindicagdo 6, caracte
rizado por o referido residuo pentose ser um derivado azido
de ribose e por o referido nucledsido ser 3*'-azido-3"'-desoxi
timidina; 3'-’8zido-3'-desoxiguanosina; ou 2,6-diaminopurina-

-3*-azido-2"',3'-didesoxirribosido.

10 - Processo de acordo com @ reivindicagdo 6, caracte
rizado por o referido residuo pentose ser um derivado halo Qe
ribose e o referido nucleébsido ser 3'~fluoro-3'-desoxitimidi-
na; 3'-fluoro-2',3'-didesoxiguanosina; 2',3'-didesoxi-2'-flu-
oro-ara-adenosina; ou 2,6-diaminopurina-3'-fluoro-2*,3'-dide-

soxirribosido.,

I1 - Processo de acordo com a reivindicagdo 6, caracte
rizado por o referido residuo pentose ser um fragmento acicli
co hidroxilado de ribose, = o referido nucleésido ser 9-(4-hi
droxi-1',2'-butadienil)adenina, 3-(4-hidroxi-1',2'-butadie-
nil)citosina, 9-(2-fosfonilmetaxietil)adenina ou 3-fosfonome-

toxietilo, 2,6-diaminopurina,.

12 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracte
rizado por o referido andlogo de nucledsido ser aciclovir,
ganciclovir, 1-(2'-desoxi-2'-fluoro-1-()-D-arabinofuranosil) -
~5-iodocitosina (FIAC) ou 1-(2'-desoxi=-2'-fluoro-1-)-D-arabi-

nofuranosil)-5-iodo-uracilo (FIAU).

13 - Processo de acordo com @ reivindicac8o 1, caracte

rizado por o referido andlogo de nucleébsido ser 2-clorodesoxi

P
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adenosina.

14 -~ pProcesso de acordo com a reivindicagdo 1, caracte
rizado por o referido andlogo de nucledsido ser uma 3'-3azido-
-2',3'~didesoxipirimidina seleccionada do grupo consistindo
em AzddCclu, AzddMeC, AzddMeC N4-COH, AzddMeC N4Me, AzddEtU,
Azddu, Azddc, Azddrc, AzddBrU, e AzddIU.

15 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracte
rizado por o referido andlogo de nucleésido ser um 3'-halopi-
rimidina didesoxinucledsido seleccionado do grupo consistindo

em 3'-FddC; U, 3'-rFddU, 3*-Fddt, 3'-FddBrU, e 3'-FAdEtU.

16 - Processo de acordo com a8 reivindicagdo 1, caracte
rizado por o referido andlogo de nucledsido ser um 2',3*'-dide
sidro-2',3'-didesoxinucledbsido seleccionado do grupo consis-

tindo em DAT, DAC, D4MeC, e D4A,

17 - Processo de acordo com @ reivindicagdo 1, caracte
rizado por o referido nucledsido ser um didesoxipirimidina nu
clebsido 2*',3'-ndo substituido, seleccionado do grupo consis-
tindo em 5-F-ddC, ddC e 4ddT,.

18 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracte
rizado por o referido nucledsido ser um didesoxipurina nucle-
bsido 2',3'-nfo substituido do grupo consistindo em ddA,
ddpApPr, ddG, ddI e ddMeA,

19 - Processo de acordo com & reivindicagdo 1, caracte
rizado por o referido nucledsido ser um didesoxipurina nucle-
4sido substituido por agucar seleccionado do grupo consistin-
do em 3—N3ddDAPR, 3—N3ddG, 3-FA4DAPR, 3-FddG, 3-rddaraA, e 3-
-rddA,

20 - Processo de acordo com gualguer uma das reivindi-
cagBes 1 a 19, caracterizado por o composto prevarado compre-
ender ainda um grupo de ligagdo monofosfato, difosfato ou tri
fosfato entre a posigdo 5' do referido residuo pentose e a re

ferida porc8o lipido.

21 - Processo de acordo com a reivindicag&o 1, caracte

rizado por se preparar fosfatidil(3'-a3zido-3'-desoxi)timidina
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(pAZT) .
22 - Processo de acordo com @ reivindicagdo 1, caracte
rizado por se preparar fosfatidil(2',3'-didesoxi)citidina

(pdac).

23 - Processo de acordo com @ reivindicagdo 1, caracte
rizado por se preparar fosfatidil(2',3*'-didesoxi)timidina

(pdaT) .

24 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracfg
rizado por se preparar (3*-azido-3'-desoxi)timidina difosfato
diglicérido (AzTdpdg).

25 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracte

rizado por se preparar fosfatidilaciclovir (pACV),

26 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracte
rizado por se preparar l-O-Estearoilglicero-rac-3-fosfo-5*'-

~-(3t-azido-3*~desoxi)timidina.

27 - Processo de acordo com gualguer uma das reivindi-
cagdes 1 a ¥, caracterizado por o composto compreender ainda
uma ponte alifdtica compreendendo dois grupos funcionais e
possuindo C a 10 dtomos de carbono entre os referidos grupos
funcionais, unindo a referida ponte o referido lipido e resi-

duo pentose,

28 — Processo de acordo com gqualguer uma das reivindi-
cagBes 1 a 19, caracterizado por & referida porgdo de lipido

ser um dcido gordo.

29 - Processo de acordo com qualguer uma@ das reivindi-
cag®es 1 a 19, caracterizado por a referida porgdo de lipido

ser um monocacilglicerol ou um diacilglicerol,

3C - Processo de acecrdo com gualguer uma das reivindi-
cacBes 1 a 19, caracterizado por & referida porgdo de lipido

ser um &cido fosfatidico.

31 - Processo de acordo com & reivindicagdo 1, caracte
rizado por o referido lipido ser um fosfolipido possuindo um

grupo de cabeca compreendendo um agucar ou &lcool poli-hidri-
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32 - Processo de acordo com @ reivindicagdo 30, cara-

cterizado por a referida por¢fo de lipido compreender bis-

(diacilglicero)fosfato,

33 - Processo de acordo com @ reivindicag¢do 30, cara-
cterizado por a referida porg8o de lipido compreender um di-
fosfatidilglicerol,

34 - Processo de acordo com &@s reivindicagdes 1 a 19,
caracterizado por a referida porg¢@o/lipido ser um grupo D,L-
2,3-diaciloxipropil(dimetiI)-beta~-hidroxietilamdnio.

35 - Processo de acordo com & reivindicagdo 1, caracte
rizado por a referida porgdo de lipido compreender 1 a 4 por-
¢8es dcido gordo, compreendendo cada porgdo de 2 a 24 &tomos

de carbono.

36 ~ Processo de acordo com @ reivindicagdo 30, cara-
cterizado por pelo menos uma porg¢do dcido gordo da referida

por¢do lipido ser insaturada e ter 1 a 6 ligag¢des duplas.,

37 - Processo de acordo com @ reivindicag¢do 1, caracte
rizado por o referido composto compreender 1,2-diacilglicero-

fosfo=-5'-(2',3'-didesoxi)timidina.

38 - Processo de acordo com & reivindicacdo 1, caracte

rizado por o composto possuir a fdrmula:

(L)m-(w)n-A—Q-Z

onde

Z & a porcgfSo base do referido andlogo de nucledsido;

N & o residuo pentose;

Aédoc, C ous;

v é fosfato:;

n= 0a 3;

e L & uma porgdoc lipido, onde m = 1 a 5, e onde cada L estd
ligado directamente a um W excepto gquando n = C, ca8so em gue

L estd ligado directamente a A,

39 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracte
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rizado por o composto ter a fdérmula:

z Z z z
| | | |
Q Q ; Q : ou Q
| I | |
A A A A
| ' |
L-W-L,-W-L L-W-L,-W-L L-W-L

onde
Z é o grupo purina ou pirimidina substitufdo ou nSo substitui
do do referido andlogo de nucledsido;
Q é o residuo pentose;
A é 0, C ou S;
W é fosfato;
Lq é (CHZCHOH—CH2)7 e
L é uma porc¢do lipido.
40 - Processo de acordo com & reivindicac¢8o 38 ou 39
caracterizado por cada L ser seleccionado independentemente

do grupo consistindo em R;

TH=CH-(CH2)1242H3
HZAT"RL HCCH HzT-Rl
Hz'T"Rz RC(O)NH—LH - HT’Rz
H,<C- Hzl_ (CH;) ,-N(CHE,) -
onde R, Rl e R2 sdo independentemente grupos alifdticos Cl a
C24.

41 - Processo de acordo com & reivindicacdo 4C, cara-
cterizado por R, Rl e RZ terem, indevendentemente uns dos ou-
tros, de O a8 6 locais de insaturacdo e terem a estrutura

i, —{CH - = CH-CE -(CH -
CHy-(CH,) - (CH —CH, )y —(CH,) -Y
onde a soma de @a e ¢c € de 1 a 23; e b€ 0O a 6; e onde Y &

c(c)o-, ¢-0-, C=C-0-, C(C)S-, C=-S-, ou C=C-S-—.,

42 - Processo para sintetizar um derivado lipido de um

nucledsido antiviral, caracterizado por compreender os passos

BAD ORIGINAL
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de:
fazer reagir um nucledsido monofosiato antiviral com um rea-
gente HL, onde L representa um grupo que se despede, para
formar um nucleébsido PC,~L;
fazer reagir o referido nucleésido PO,~L com um dcido fosfa-
tidico para unir o referido &cido ao referido nucledsido atra

vés de uma ligacdo pirofosfato.

43 - Processo de acordo com & reivindicagdo 42, cara-
cterizado por o referido nucledsido monofosfato ser AZT 5°'-

~-monofosfato.

44 - Processo para sintetizar um derivado glicérido
de um andlogo nuclebsido, caracterizado por compreender o pas
so de unir um monoglicérido ou diglicérido e um nucledsido mo
nofosfato antiviral com um agente de acoplamento na presencga

de um catalisador bésico.

45 - Processo de acordo com @ reivindicag&o 44, cara-
cterizado por o referido glicérido ser l-O-estearoilglicerol

e o referido nucledsido ser AZT monofosfato,

46 - Processo de acordo com qualguer uma das reivindi-
cacgdes, 1, 42 ou 44, onde o referido andlogo de nucledsido
compreende uma porg¢do adenina ou citidina, caracterizado por
compreender os passos de:

blogquear os grupos amino reactivos da referida porgdo
antes da reacgdo de acoplamento; e

desbloquear os referidos grupos apds o referido andlo-

go de nucledsido ser unido a um lipido.

47 - Processo para a preparagdo de uma suspensfo de 1i
possomas para o tratamento de infecgles virais num mamifero,
caracterizado por compreender:

proporcionar um agente antiviral lipofilico compreen-
dendo pelo menos uma espécie lipido ligada a um andlogo nucle
bdsido;

combinar o agente antiviral lipofilico e um solvente
agquocso farmacologicamente aceitdvel para formar uma mistura; e

formar lipossomas a partir do agente lipofilico antivi-

ral,
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488, - Processo de preparacio de uma composicio farmacéuti-
ca, caracterizado por se misturar um composto preparado de acor-

do com as reivindicagdes 1-46, com um veiculo farmaceuticamente

aceitavel.

492, - Processo de preparacio de uma composigzo farmacéuti-
ca, caracterizado por se misturar um composto preparado de acor-
do com qualquer uma das reivindicag®es 1-46, com pelo menos outro

composto antiviral.

5028, - Processo de acordo com qualguer uma das reivindica-
¢oes 38-41, caracterizado por Q ser um residuo pentose compreen-
dendo ribose, didesoxirribose, didesidrorribose ou uma ribose a-
zido- ou halo-substituida e por a referida pentose estar ligada
a posigsio 9 da referida purina ou a posigio 1 da referida pirimi

dina.

512, - Processo de preparaci3o de um lipossoma constituido
pelo menos em parte por um derivado lipido de um nucledsido anti

viral, caracterizado por compreender os passos de:

proporcionar uma fase de lipido compreendendo pelo menos um
nucledsido antiviral preparado de acordo com qualquer das reivin
dicagdes 1-26, 31-33, 35-41 ou 90;

proporcionar uma solugdo de hidrataczio; e
contacto da referida fase de lipido com a referida solucgdo

de hidratacio, formando-se lipossomas primarios.
gao, B p

528, - Processo de acordo com a reivindicagso 51, caracte-
rizado por a referida fase de lipido compreender adicionalzente,
um fosfolipido neutro, um fosfolipido carregado negativamente,

um lipido catidnico,um esterol ou suas misturas.

538, - Processo de acordo con a reivindicacg3io 51, caracte-
rizado por compreerder adicionalmente ¢ passo de tratamerto dos

referidos lipossomas primarios por sonicacdio ou extrusio.

Lisboa, -7 JuL 19€9
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